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1   Einleitung 
1.1 Grundlagen des Immunsystems 
In dieser Arbeit haben wir uns mit dem komplexen Zusammenspiel des Immun-
systems und der Tumorzellen in follikulären Lymphomen (FL) auseinander ge-
setzt. Zum besseren Verständnis der Thematik sollen zu Beginn einige Grundla-
gen in Erinnerung gerufen werden. 
1.1.1     Immunantwort 
Das Immunsystem dient der Abwehr körperfremder Erreger, aber auch körperei-
gene entartete Zellen können als fremd erkannt und zerstört werden. Es operiert 
über zwei verschiedene Systeme:  
Das angeborene Immunsystem (unspezifische Abwehr) identifiziert über Rezep-
toren fehlerhafte oder fremde Zellen und vernichtet diese durch Chemotaxis. 
Hierzu zählt z.B. das Komplement-System.  
Die Lymphozyten stellen das adaptive (erworbene) Immunsystem dar, die spezi-
fische Abwehr des Körpers, wobei die B-Lymphozyten für die humorale Immunität 
(Bildung von Antikörpern) und die T-Lymphozyten für die zelluläre Immunität (di-
rekte Apoptoseinduktion, Stimulation von B-Zellen über Interleukine) verantwort-
lich sind. Körperfremde Moleküle werden von antigenpräsentierenden Zellen (B-
Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen) über „major-histocompatibility-com-
plex“-(MHC)-Proteine auf ihrer Oberfläche exponiert. Die Bindung einer Zelle mit 
passendem T-Zellrezeptor führt zur klonalen Vermehrung der Zelle, wonach zy-
totoxische T-Zellen die betreffende Zelle zur Apoptose anregen, T-Helferzellen 
hingegen antigenpräsentierende B-Zellen erkennen und durch Bindung an diese 
die klonale Vermehrung der B-Zelle stimulieren. Die B-Zelle kann nun zur Plas-
mazelle reifen und spezifische Antikörper (AK) sezernieren. Diese AK dienen der 
Neutralisierung der Antigene, aktivieren über Opsonisierung wiederum die ange-
borene Immunabwehr und bilden Immunkomplexe zur besseren Aufnahme durch 





Die Vorgänge des adaptiven Immunsytems finden zu einem großen Teil in den 
Lymphknoten (LK) statt. Der gesunde LK gliedert sich unter seiner Kapsel in 3 
Zonen: 
 
Abbildung 1: Gesunder Lymphknoten, unter der Kapsel in 3 Zonen gegliedert.1 Sinus durchzie-
hen den Lymphknoten, die Lymphe fließt über die Randsinus in die Marksinus. 
- Im Kortex befinden sich die Follikel. Antigene gelangen über die Lymphe 
durch Vasa afferentia in die subkapsulären Sinus. Naive B-Zellen im Primär-
follikel proliferieren nach Antigenpräsentation durch follikuläre dendritische 
Zellen, der Follikel wird zum Sekundärfollikel mit einem selektierten B-Zell-
Klon im Keimzentrum. Makrophagen im Keimzentrum (z.B. sogenannte 
Sternhimmel-Makrophagen) dienen dem Zellabbau von B-Zellen, die keine 
hinreichende Antigenspezifität aufweisen. Antigenspezifische B-Zellen reifen 
in der Marginalzone der Follikel zu Memory-B-Zellen und zu Plasmazellen 
aus.   
Der Raum zwischen den Follikeln wird als interfollikuläre Zone bezeichnet. 
- Im Paracortex finden sich vor allem T-Lymphozyten unterschiedlicher Reife, 
sowie interdigitierende dendritische Retikulumzellen, welche die T-Zellen 
nach Antigenkontakt aktivieren. 
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- In den Marksträngen befinden sich Makrophagen sowie die nach Antigenkon-
takt in den Follikeln gebildeten spezifischen Plasmazellen. Marksinus durch-
ziehen das Mark und befördern immunkompetente Lymphozyten der B- und 
der T-Zell-Reihe, einige der spezifischen Plasmazellen sowie Immunglobu-
line über Vasa efferentia in die peripheren Lymphbahnen.  
Lymphknoten dienen als Filterstationen für körperfremde Moleküle und Erreger 
sowie im Falle von Malignomen für körpereigene entartete Zellen. 
1.1.3 Maligne Lymphome 
Neoplasien des lymphatischen Gewebes werden als maligne Lymphome be-
zeichnet und gehen von verschiedenen Entwicklungsstufen der T-, B- oder der 
NK-Zellen aus. Somit gleichen die Lymphomzellen unterschiedlichen Differenzie-
rungsstufen der normalen Lymphozyten, entgehen jedoch dem Immunsystem 
und vermehren sich ungerichtet. Nach histologischen Kriterien unterscheidet 
man die selteneren Hodgkin-Lymphome (40%), welche häufiger lokalisiert auftre-
ten und sich durch das Vorhandensein der Hodgkinzellen auszeichnen, und die 
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL, 60%), die öfter einen disseminierten Befall ver-
schiedener LK und Knochenmark (KM) aufweisen.  
Die NHL, zu denen auch das FL gehört, gehen zu 85% von den B-Zellen aus. 
Abzugrenzen sind hier die Vorläufer-Zell-Neoplasien von den peripheren Lym-
phomen, deren Zellen reifere Differenzierungsformen aufweisen. Zwei Drittel die-
ser Malignome entstehen in den LK, die restlichen befallen extranodale Lokalisa-
tionen wie KM, Haut und Magen. 
 
1.2 Das follikuläre Lymphom 
FL bilden mit einem Anteil von ca. 20% nach der chronischen lymphatischen Leu-
kämie den zweithäufigsten Subtyp unter den niedrig malignen Non-Hodgkin-Lym-
phomen (NHL) in Westeuropa und den USA, wohingegen sie weniger häufig im 
afrikanischen und asiatischen Raum auftreten.2, 10 Das FL ist definiert als Lym-
phom der B-Zellen des Follikelzentrums, der Zentrozyten und Zentroblasten, und 
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zeigt ein follikuläres Wachstumsmuster.2, 52 FL verlaufen meist über mehrere 
Jahre ohne manifeste Symptome (indolent) und werden oft erst im generalisier-
ten Stadium diagnostiziert. 
1.2.1 Inzidenz und Pathogenese 
Die Inzidenz der FL liegt bei 4 Manifestationen pro 100.000 Personen im Jahr, 
wobei der mediane Erkrankungsgipfel um das 60. Lebensjahr liegt. Es zeigt keine 
geschlechtsspezifische Verteilung, das Erkrankungsrisiko von Verwandten von 
Patienten mit FL ist geringfügig erhöht.40  
Die molekulare Pathogenese ist nicht vollständig aufgeklärt. In etwa 85% der Pa-
tienten kann die chromosomale Translokation t(14;18)(q32;q21) nachgewiesen 
werden, welche zu einer Überexpression des antiapoptotischen „B-cell lym-
phoma 2“(Bcl2)-Onkogens führt und somit zu prolongiertem Überleben der Lym-
phomzelle.41 Es ist jedoch bekannt, dass diese Veränderung nicht allein für die 
Entstehung des FL verantwortlich ist, da sie auch in Gesunden sowie in an an-
deren Lymphomsubtypen erkrankten Patienten auftritt.28, 77 Weitere Mutationen 
wurden beschrieben, so zum Beispiel die TP53-Mutation/Deletion, die gemein-
sam mit der oben genannten Translokation den Übergang in den aggressiveren, 
diffusen großzelligen FL-Typ begünstigt und eine schlechtere Prognose bedeu-
tet.63, 67  
Neuere Studien konnten nun zeigen, dass die Entstehung und das Outcome 
(Endergebnis einer Therapie) vermutlich durch das komplexe Zusammenspiel 
zwischen chromosomaler Translokation (und folglich veränderter Genexpression 
der Lymphomzelle) und dem Microenvironment, den Lymphom-infiltrierenden Im-
munzellen, bedingt ist.8, 23, 24 Auf dieses Thema wird im Weiteren in Kapitel 1.3 
eingegangen. 
1.2.2 Klinische Symptome 
Patienten mit FL berichten meist über eine längere Phase von zu- und wieder 
abnehmender, nicht schmerzhafter Lymphadenopathie im zervikalen, axillären, 
femoralen und inguinalen Bereich. Hiliäre und mediastinale Lymphknoten sind oft 
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beteiligt, wobei große Mediastinaltumoren selten beobachtet werden. Bei man-
chen Patienten sind überwiegend infradiaphragmale retroperitoneale Lymphkno-
ten beteiligt, was zu einer atypischen Klinik führt. Sehr selten werden primäre 
intestinale oder kutane Lymphome beobachtet, die jedoch mit einer überwiegend 
guten Prognose verbunden sind.  
Beteiligung anderer Organe als des Knochenmarks (in ca. 60% der Fälle vorhan-
den) und des lymphatischen Systems ist selten. Obwohl bei Diagnosestellung 
meist schon ein disseminierter Befall lymphatischer Organe nachgewiesen wer-
den kann und ein fortgeschrittenes Stadium (III-IV) vorliegt, präsentiert sich der 
Großteil der Patienten klinisch bis auf die Lymphknotenschwellung asymptoma-




Histologisch zeigt das FL ein nodales Wachstumsmuster, welches das Keimzent-
rum des normalen lymphatischen Sekundärfollikels imitiert, wobei die interfolliku-
lären Areale im Vergleich weniger Raum einnehmen. 
Wie auch in gesunden Lymphknoten befinden sich im neoplastischen Follikel T-
Zellen und follikuläre dendritische Zellen. Die großen Sternhimmelmakrophagen, 
wie sie im Zentrum reaktiver Sekundärfollikel zu finden sind und die der Phagozy-
tose apoptotischer B-Zell-Vorläufer dienen, lassen sich hier jedoch nicht nach-
weisen.84 Im Follikelzentrum finden sich viele Zentrozyten und weniger 
Zentroblasten, die niedrigere Entwicklungsstufen der B-Zellen darstellen. Das am 
häufigsten angewandte Grading System, die WHO-Klassifikation, teilt das FL je 
nach Anteil der Zentroblasten in drei Grade ein, wobei ein höherer Grad eine 
gesteigerte Aggressivität des Tumors und eine schlechtere Prognose bedeutet.44 
 Grad 1: 0-5 Zentroblasten pro High Power Field (hpf) 
 Grad 2: 6-15 Zentroblasten pro hpf 
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  Grad 3: mehr als 16 Zentroblasten pro hpf  
Typ 3a: Zentrozyten vorhanden 
Typ 3b: ausschließlich Zentroblasten 
Grad 1 und 2 werden zu den indolenten Lymphomen gezählt und aufgrund der 
geringen Unterschiede in der klinischen Manifestation und dem Ansprechen auf 
eine Therapie gleich behandelt. Aufgrund der klinischen Unterschiede wird Grad 
3a oft ebenso zu den indolenten Lymphomen gezählt, wobei Grad 3b sowohl in 
der klinischen Symptomatik als auch auf molekularer Ebene dem aggressiveren 
diffusen großzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) ähnelt (siehe 1.2.3.2).12   
Abbildung 2: Links ein gesunder Lymphknoten mit reaktiv vergrößerten Follikeln, 
rechts ein Follikuläres Lymphom.9 
Große Areale mit hohem Blastenanteil und diffusem Wachstumsmuster gehen in 
FL mit einer schlechteren Prognose einher und deuten auf die histologische 
Transformation zum hoch malignen DLBCL hin.34 Einige Studien konnten zeigen, 
dass eine früh begonnene Therapie und eine dieser folgende komplette Remis-
sion mit einem geringeren Transformationsrisiko verbunden sind.65  
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Ist das Knochenmark befallen, zeigt sich dies durch paratrabekuläre Ansamm-
lungen von Lymphomzellen. Regelmäßig beobachtet man desweiteren eine leu-
kämische Aussaat von wenigen, Zentrozyten-ähnelnden Zellen im peripheren 
Blut. 
1.2.3.2 Zellimmunologie und Zytogenetik 
Die Immunphänotypisierung kann bei der Diagnose eines NHL hilfreich sein. So 
exprimieren nahezu alle Lymphomzellen Bcl-2 sowie bestimmte B-Zell-typische 
Antigene, sogenannte „cluster of differentiation“ (CD), wie CD19, CD20 und 
CD10. Typisch ist die Abwesenheit von CD5 und oft auch die von CD23 und 
CD11c.35  
Wie bereits erwähnt, lässt sich in FL (mit Ausnahme der meisten kutanen Lym-
phome, der kindlichen FL und einiger systemischer Grad III FL) im Gegensatz zu 
Follikelkeimzentren Gesunder eine hohe Expression von Bcl-2 feststellen. In je-
dem Lymphom lässt sich auf zumindest einigen Zellen das Kernprotein Bcl-6 
nachweisen.69 Die korrespondierenden Veränderungen auf molekulargeneti-
scher Ebene, wie die t(14;18)Translokation für das Bcl-2-Gen und die in ca 10% 
vorhandenen 3q27-Anomalien für Bcl-6, sind nicht spezifisch für das FL, wobei 
erstere für die Lymphomentstehung nötig ist. Je höher der histologische Grad, 
desto mehr Bcl-6-Veränderungen lassen sich nachweisen, was mit einem ag-
gressiveren klinischen Verhalten assoziiert ist.27 Bcl-6-Veränderungen werden 
häufig in DLBCL und in FL Grad 3b nachgewiesen. 
Genexpressionsanalysen haben gezeigt, dass sich ein tumorös veränderter und 
ein gesunder Lymphknoten in der Expression bestimmter Gene unterscheiden, 
was einen Ansatzpunkt für zukünftige Therapien liefern und zu einer besseren 
Einschätzung des klinischen Verhaltens und der Prognose führen könnte.76 
1.2.4 Diagnose und Differenzialdiagnose 
Das FL kann aufgrund der charakteristischen Histologie allein mittels Lymphkno-
tenbiopsie diagnostiziert werden.  
Im Falle eines diffuseren Wachstumsmusters oder einer nur partiellen Beteiligung 
der Lymphknoten können oben erwähnte Methoden der Immunphenotypisierung 
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(meist mittels Durchflusszytometrie), Genanalyse mit Hilfe der Polymerase-Ket-
tenreaktion (PCR) und zytogenetische Verfahren zum Nachweis von Chromoso-
menaberationen wie die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) helfen.  
Die Histologie kann in verschiedenen Bereichen des entnommenen Lymphkno-
tens sehr verschieden sein, somit ist eine gründliche Aufbereitung des gesamten 
Biopsats für das Grading und zur Feststellung der Diagnose wichtig, und auch, 
um die Transformation zu einem aggressiveren Subtyp auszuschließen.  
1.2.5 Staging und Prognose 
Die Prognose des FL ist sehr variabel. Die mediane Überlebenszeit vom Zeit-
punkt der Diagnose an beträgt bei 8-10 Jahre48. Seit der Einführung monoklona-
ler Antikörper (mAK) ist die relative 5-Jahres-Überlebensrate für Non-Hodgkin 
Lymphome weltweit von 47% in den Jahren 1974-1976 auf bis zu 60% im Zeit-
raum 1995-2001 angestiegen.54  
Tabelle 1: Die 4 Stadien der Ann-Arbor-Klassifikation16 
Stage I Befall einer einzigen Lymphknotenregion (I) oder eines einzigen extralym-
phatischen Organs (I E) 
Stage II Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen oder lymphatischen 
Strukturen auf einer Seite des Zwerchfells allein (II) oder mit Beteiligung 
von angrenzenden extralymphatischen  Strukturen (II E) 
Stage III Befall von Lymphknotenstationen auf beiden Seiten des Zwerchfells (III), 
mit Beteiligung der Milz (III S) oder angrenzender extralymphatischer Struk-
turen (III E) oder beidem (III ES) 
Stage IV Diffuser oder disseminierter Befall einer oder mehrerer extralymphantischer 
Organe, mit oder ohne Lymphknotenbeteiligung 
Alle Stadien werden jeweils unterteilt in A und B, B bedeutet das Vorhandensein von B-Symp-
tomen (Fieber, Nachtschweiß, Gewichtsverlust) 
Das Staging von FL Patienten erfolgt mittels der Ann-Arbor-Klassifikation für Ho-
dgkin und Non-Hodgkin Lymphome (siehe Tabelle 1) und wird bei Erstdiagnose 
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vorgenommen. Die meisten Patienten mit FL werden aufgrund des oft lange in-
dolenten Verlaufs erst in den späteren Stadien III und IV diagnostiziert. 
Die beiden standardmäßig verwendeten prognostischen Parameter sind das Tu-
morgrading (wie näher beschrieben in 1.1.3.1) und der Follicular Lymphoma In-
ternational Prognostic Index (FLIPI), der eine modifizierte Version des für aggres-
sive Non-Hodgkin Lymphome verwendeten International Prognostic Index (IPI) 
darstellt. Er basiert auf 5 unabhängigen Risikofaktoren und erlaubt die Untertei-
lung in 3 prognostische Gruppen: Low-, intermediate- und high-risk (siehe Tabelle 
2 und 3).83  
Tabelle 2: 5 Parameter des FLIPI83 
 
Der FLIPI ermöglicht den Vergleich des Krankheitsverlaufs von Patienten ver-
schiedener Studiengruppen und hat sich international als obligatorisches Mittel 
der Prognoseeinschätzung durchgesetzt.   
Studien konnten zeigen, dass sich der FLIPI auch eignet, um in einem Kollektiv 
von bereits behandelten Patienten high-risk-Gruppen zu identifizieren.13 
Tabelle 3: Einschätzung der Prognose für FL Patienten basierend auf dem FLIPI mittels Eintei-















0 oder 1 Low 36 91 71 
2 Intermediate 37 78 51 
≥3 High 27 53 36 
     
 Nachteiliger prognostischer Faktor 
Alter ≥ 60 Jahre 
Ann-Arbor-Stage III / IV 
Hämoglobin-Level < 120 g/L 
Serum-LDH-Level > Normalwert 
Anzahl der befallenen Lymphknotenstationen > 4 
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1.3 Rolle des Immunsystems im follikulären Lymphom 
Viele Studiengruppen haben in den letzten Jahren versucht, mittels verschie-
denster Methoden die Ursachen für die von Patient zu Patient so unterschiedli-
chen Ergebnisse bezüglich Verlauf, Therapieansprechen und Überleben zu er-
mitteln. Das Tumorgrading hat sich als nicht immer eindeutiger Prädiktor gezeigt, 
ebenso besteht diesbezüglich eine schlechte Reproduzierbarkeit zwischen den 
einzelnen Untersuchern, insbesondere was Grad 3 Tumoren angeht. Auch die 
Einstufung mittels des FLIPI stellt kein absolut akurates Mittel zur Einschätzung 
des Outcomes dar. Weitere Möglichkeiten zur Abschätzung der Prognose und 
des Ansprechens auf eine Therapie haben sich mit der Genanalyse aufgetan. Da 
diese Methode teuer und nicht überall verfügbar ist, bieten sich mit der PCR und 
der Immunhistochemie preiswertere Alternativen. Mit der zunehmenden Nutzung 
dieser Methodik wurde die Bedeutung der die Lymphomzellen umgebenden By-
standerzellen des Immunsystems immer deutlicher. 
So konnten Dave et al. in einer 2004 publizierten Studie zwei Gen-Signaturen 
identifizieren, die sich unabhängig voneinander mit dem Überleben der FL-
Patienten assoziieren lassen.24 Diese Signaturen wurden bezeichnet als Immun-
antwort 1 und 2, wobei Immunantwort 1 mit einer guten Prognose vergesellschaf-
tet war und Gene beinhaltete, die für T-Zell-Marker kodieren, und 2 durch Gene 
gekennzeichnet war, welche in Makrophagen exprimiert werden und sich mit ei-
nem weniger guten Outcome assoziieren ließen.   
Glas et al. stellten den positiven Einfluss von bestimmten T-Zell-Subtypen und 
Bystanderzellen auf die Transformation und Prognose des FL heraus.37 
Diese und weitere Erkenntnisse motivierten viele Wissenschaftler, sich vermehrt 
mit den im Microenvironment der biopsierten Tumoren vorhandenen Zellen aus-
einander zu setzen, um deren Einfluss auf das Überleben der Patienten zu ermit-
teln. Eine dazu geeignete Methode fand sich mit der Immunhistochemie, die es 
erlaubt, spezifische Antigene der Zellen sichtbar zu machen.  
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das bessere Verständnis der Immun-
signatur in FL ein vielversprechendes Mittel zur Einschätzung des klinischen Ver-
laufs und des Überlebens darstellt und die Entwicklung neuer gezielter Therapien 
ermöglicht. 
1.4 Therapie des FL 
1.4.1 Therapieoptionen vor 2002 
Behandlungsbedürftige Patienten mit generalisiertem FL wurden vor der Einfüh-
rung monoklonaler Antikörper (mAK) mit verschiedenen Chemotherapieregimen 
behandelt, deren Spektrum von Monosubstanzen (insbesondere Alkylanzien) 
über Kombinationstherapien bis hin zur Einbeziehung von Hochdosiskonzepten 
mit autologem Blutstammzellsupport reichte. Obgleich einige der Optionen die 
Remissionsdauer verlängern und das Überleben geringfügig verbessern konn-
ten62, 75, 85, blieben häufige Rezidive die Regel und kein Regime konnte sich als 
Standard für das FL-Management durchsetzen. Das Ziel der Therapie kon-
zentrierte sich daher vorrangig auf die Verminderung der Symptome und die Ver-
besserung der Lebensqualität.  
1.4.2 Monoklonale Antikörper gegen CD20 
Die Entwicklung monoklonaler CD20-Antikörper stellt einen entscheidenden 
Schritt in der Therapie des FL dar. MAK sind nur gegen ein bestimmtes Epitop 
gerichtet und werden von einer auf einen einzigen B-Lymphozyten zurückgehen-
den Zellinie (Zellklon) produziert. In vivo entstehen sie paraneoplastisch z.B. im 
Rahmen eines multiplen Myeloms, oder sie können synthetisch hergestellt wer-
den. Bei Rituximab, welcher 1997 als erster Antikörper für die Behandlung von 
NHL von der U.S. Food and Drug Administration zugelassen wurde, handelt es 
sich um einen biotechnologisch hergestellten chimären mAK, dessen variabler 
Teil gegen das B-Zell-Antigen CD20 gerichtet ist.  
Seit der Zulassung von Rituximab haben sich vielversprechende Resultate bei 
Patienten mit Rezidiven und in Phase-2-Studien erzielen lassen33, 43, 51, so dass 
Rituximab sich auch in der First-Line-Therapie etablieren konnte.22, 93  
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Viele Studiengruppen konnten nachweisen, dass Rituximab in Kombination mit 
konventioneller Chemotherapie der alleinigen Chemotherapie überlegen ist und 
dass das Therapieansprechen sowie das progressionsfreie Überleben erhöht 
werden konnten.45, 64, 78 In der 2007 von Herold et al. veröffentlichten Studie sowie 
in einer 2008 von Marcus et al. publizierten Arbeit zeigte sich auch das Gesamt-
überleben verlängert.45, 64 
1.4.2.1 Pharmakodynamische Eigenschaften 
Bei Rituximab handelt es sich um einen murin/humanen chimären IgG(1)-kappa 
mAK, der auf das CD20-Antigen auf der Oberfläche normaler und maligner B-
Zellen ausgerichtet ist. CD20 findet man auf Zellen früher B-Zell-Reihen bis hin 
zu weit differenzierten Formen, jedoch nicht auf Stammzellen und ausdifferen-
zierten Plasmazellen. Die genaue Funktion des Antigens ist nicht bekannt, mög-
licherweise spielt es eine Rolle in der Regulation der Kalziumkonzentration in der 
Zelle, indem es den Einstrom über die Membran und somit die Aktivierung der B-
Zellen kontrolliert.  
Der Effekt von Rituximab auf die CD20+-Zellen ist nicht vollständig verstanden, 
man nimmt jedoch an, dass Antikörper-abhängige zelluläre Zytotoxizität (ADCC), 
Komplement-abhängige Zytotoxizität und direkte Apoptoseinduktion eine Rolle 
spielen.19 Eine Downregulation des B-Zell-Rezeptors konnte nachgewiesen wer-
den, desweiteren wird vermutet, dass Rituximab die Tumorzellen für die Wirkung 
konventioneller Chemotherapeutika sensibilisiert. Weitere zelluläre Faktoren 
scheinen das Ansprechen zu beeinflussen, so z.B. die Expression der Oberflä-
chenmerkmale CD55 und CD59, welche den Grad der Komplement-vermittelten 
Toxizität regulieren.38, 39  
Der therapeutische Effekt resultiert also aus einer kompletten Elimination kranker 
und auch gesunder B-Zellen, wonach eine neue Population gesunder Zellen her-
anreifen kann. Die initial bei Therapiebeginn in den meisten Patienten auftretende 
Lymphozytopenie dauert nur ca. 6 Monate an, nach 12 Monaten beobachtet man 




1.4.2.2 Therapeutischer Nutzen 
In Europa ist Rituximab (MabThera®, Roche) als Monotherapeutikum für die Be-
handlung therapierefraktärer FL im Stadium III und IV sowie für die Behandlung 
von Rezidiven nach erfolgter Chemotherapie zugelassen, ebenso zur Monothe-
rapie von Rezidiven und refraktären Lymphomen, welche zuvor noch nicht mit 
Rituximab behandelt worden sind. Desweiteren  wird Rituximab nach erfolgrei-
cher Induktionstherapie als Erhaltungstherapie verabreicht. 
In Kombination mit einer konventionellen Chemotherapie (z.B. CHOP, MCP, 
CVP) wird Rituximab zur Erstbehandlung von FL in den Stadien III-IV verab-
reicht.71  
Ebenfalls wird Rituximab für die Behandlung des diffus großzelligen B-Zell-Lym-
phoms in Kombination mit CHOP als Erstlinien-Therapie eingesetzt, weitere Zu-
lassungsgebiete sind die Behandlung der chronischen lymphatischen B-Zell-Leu-
kämie (B-CLL) in Kombination mit einer Chemotherapie, die Rheumathoide 
Arthritis und die Wegenersche Granulomatose.5 
1.4.3 Aktuelle Behandlungsansätze bei FL 
Patienten mit niedrigen Stadien werden im Allgemeinen einer kurativ intendierten 
Radiotherapie zugeführt, bei Patienten mit fortgeschrittenen Stadien und indolen-
tem Verlauf verfolgt man meist eine „watch and wait“-Strategie.42  
Das FL zeichnet sich durch eine hohe Strahlenempfindlichkeit aus, aufgrund der 
niedrigeren Toxizität wird häufig eine involved-field-Bestrahlung (kleinvolumige 
Radiotherapie der betroffenen LK und der dazugehörigen Gruppe) der extended-
field- oder totalen Feldbestrahlung vorgezogen, wobei über die notwendige 
Größe des Bestrahlungsvolumens keine Einigkeit herrscht. Ziel ist es, das Lym-
phom in lokal begrenzten Stadien möglicherweise kurativ mit der Radiato zu be-
handeln.  
In fortgeschrittenen Stadien (III und IV) erhalten die Patienten im Falle der The-
rapiebedürftigkeit eine kombinierte Immuno-Chemotherapie mit dem CD20-
Antikörper Rituximab. Hierbei kommen verschiedene Chemotherapieregieme wie 
z.B. R-CHOP, R-CVP, R-MCP, R-FC oder R-Bendamustin zur Anwendung. In 
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Studien erhobene Daten deuteten darauf hin, dass eine früh begonnene Therapie 
zwar das progressionsfreie Überleben, jedoch nicht das Gesamtüberleben ver-
längert.95 Bei geringer Progredienz trotz fortgeschrittenen Stadiums ist eine ab-
wartende Haltung gerechtfertigt. Konsens ist, dass bei Auftreten von B-Sympto-
men, bei Symptomen aufgrund von Bulky-Disease oder durch Organbeteiligung 
sowie bei Progression die Therapie eingeleitet wird.71 
Die Durchführung einer Hochdosischemotherapie mit anschließender allogener 
Stammzelltransplantation wird kontrovers diskutiert und zurzeit in Studien getes-
tet. Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass diese Option zwar kurativ sein kann, 
jedoch durch eine hohe Mortalitätsrate behaftet ist.56, 88 Sie wird angewandt in 
Fällen eines frühen Rezidivs bei initial schlechtem Ansprechen auf die Primärthe-
rapie bei Patienten in gutem Allgemeinzustand.  
Eine weitere Behandlungsoption stellt die autologe Stammzelltransplantation dar, 
welche eine geringere Mortalitätsrate aufweist, aber wahrscheinlich keine kura-
tive Potenz besitzt.  Als konsolidierende Therapie in der Primärbehandlung ge-
lingt eine Verlängerung des PFS jedoch nicht des OS. Im Rezidiv zeigte eine 
randomisierte Studie aus der Vor-Rituximab-Ära einen OS Vorteil gegenüber ei-
ner konventionellen Rezidivtherapie.  
In der Rezidivsituation besteht ebenfalls die Möglichkeit einer Radioimmunothe-
rapie mit mAK, welche an Radioisotope (z.B. Yttrium) gekoppelt sind.21  
1.5 Patienten und Daten 
Daten und Material dieser Doktorarbeit stammen von Patienten, die im Rahmen 
der 2007 im “Journal of Clinical Oncology” von Herold et al. unter dem Titel „Ri-
tuximab Added to First-Line Mitoxantrone, Chlorambucil, and Prednisolone 
Chemotherapy Followed by Interferon Maintenance Prolongs Survival in Patients 
With Advanced Follicular Lymphoma: An East German Study Group Hematology 
and Oncology Study“ veröffentlichten multizentrischen Studie der ostdeutschen 
Studiengruppe für Hämatologie und Onkologie untersucht worden waren.46
  
An der Studie waren 19 verschiedene deutsche Kliniken, unter anderem auch die 
Universitätsklinik Marburg, beteiligt. Ziel war es, festzustellen, ob und in welchem 
 
22 
Maße eine kombinierte Chemotherapie plus der Gabe von Rituximab einer allei-
nigen kombinierten Chemotherapie überlegen ist. Hierzu wurden insgesamt 353 
Patienten mit bisher unbehandelten follikulären oder Mantelzelllymphomen im 
Stadium III oder IV in 2 Gruppen randomisiert, wobei eine Gruppe eine kombi-
nierte Chemotherapie von acht 28-tägigen Zyklen mit Mitoxantron, Chlorambucil 
und Prednison (MCP) erhielt, die zweite Gruppe eine Therapie mit acht Zyklen 
MCP plus Rituximab. Alle Patienten, die eine komplette oder partielle Remission 
erreichten, erhielten eine Erhaltungstherapie mit Interferon bis zum Auftreten ei-
nes Rezidivs.  Die mediane Nachbeobach-tungszeit betrug 47 Monate (R-MCP: 
49 Monate, MCP: 42 Monate).  
Es konnte gezeigt werden, dass die Rate des Gesamtansprechens (overall-
response-rate = ORR) wie auch die Rate der Komplettremissionen (CR) signifi-
kant höher war in der R-MCP-Gruppe gegenüber der MCP-Gruppe (OR: 92% vs. 
75%, p=0,0009, CR: 50% vs. 25%, p = 0,004), wobei die Komplettremission die 
völlige Abwesenheit jeglicher Symptome über einen minimalen Zeitraum von vier 
Wochen bezeichnet, und die ORR die Anzahl der kompletten und der partiellen 
Remissionen beinhaltet. Desweiteren zeigte sich das progressionsfreie Überle-
ben (progression-free-survival = PFS) wie auch das Gesamtüberleben (overall 
survival = OS) deutlich verlängert unter dem Zusatz von Rituximab (PFS: nicht 
erreicht vs. 28.8 Monate, p = 0.0001, OS: 4-Jahres-Rate 87% vs. 74%, p = 
0.0096).  
1.6 Fragestellung 
Der monoklonale Antikörper Rituximab ist ein initialer Bestandteil in jedem Be-
handlungsregime für FL, dennoch profitieren nicht alle Patienten gleichermaßen 
von der Therapie. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung 
des Immunsystems der Patienten eine wichtige Rolle bezüglich des Therapie-
Outcomes spielt. Unsere Hypothese war, dass Unterschiede in der Immunant-
wort und der Zusammensetzung des Microenvironments die Variabilität im An-
sprechen auf die Antikörpertherapie bedingen.73 
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In dieser Arbeit haben wir den klinischen Verlauf von 20 Patienten mit follikulären 
Lymphomen aus der oben zitierten Studie von Herold et al beobachtet, wobei ein 
Teil der Patienten mit dem Chemotherapieregime MCP und der andere Teil mit 
MCP+Rituximab behandelt wurde.46 Ziel war es, die Bedeutung des Vorhandens-
eins bestimmter Immunzellen in diesem Malignom genauer zu beleuchten und 
insbesondere den Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf den Antikör-
per Rituximab und der Anzahl im Malignom vorhandener Immunzellen zu unter-
suchen. Mithilfe von immunhistochemischen Färbungen von T-, natürlichen Killer 
(NK)- und dendritischen Zell- als auch Monozyten-spezifischen Oberflächen-
merkmalen wie CD1a, CD3, CD5, CD8, CD10, CD20, CD56, CD68, S100 und 
ZAP-70, sowie dem intrazellulären Protein Ski, (deren Vorkommen und Funktion 
im nachfolgenden Methodenteil näher erklärt sind) wurden diese Immunzellen im 
jeweiligen Lymphknoten sichtbar gemacht und quantifiziert. Im Rahmen dieser 
Auswertungen sollte geprüft werden, ob eine hohe Anzahl von Bystanderzellen 
des Immunsystems das Outcome beeinflussen könnte. Des Weiteren wurde un-
tersucht, ob der Ort der Zellinfiltration, also das Vorhandensein von Zellen inner-
halb der neoplastischen Follikel versus der Infiltration der interfollikulären Zone, 
einen Unterschied bedeutet. 
Folgende Fragen sollen beantwortet werden: 
 Welchen prognostischen Einfluss haben Unterschiede in der Infiltration der 
Lymphome durch Bystanderzellen des Immunsystems? 
 Welche Rolle spielt dabei Rituximab, und welche Konstellationen in den By-
standerzellpopulationen bewirken ein verbessertes Ansprechen auf das Me-
dikament? 
 Stellt die Quantifizierung bestimmter Immunzellen ein geeignetes Mittel dar, 
um die Prognose, bzw. das Therapieansprechen auf Rituximab abschätzen 
zu können?  
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2 Material und Methoden 
2.1 Patienten 
Für diese Arbeit lagen Gewebeproben von 38 Patienten mit Follikulärem NHL in 
den Stadien III und IV vor, die im Rahmen der Studie von Herold et. al.46 gewon-
nen worden waren. So erhielten wir für 4 Patienten Daten und Material aus 
Greifswald, für 9 aus Erfurt und für 4 aus Potsdam, 3 Patienten stammten aus 
Marburg selbst. 18 weitere Blöcke stammten aus Kiel und Würzburg. Nach Aus-
schluss der Patienten mit Mantelzell-Lymphom und Ausschluss von 10 Proben 
aufgrund fehlerhafter Beschriftung und unklarer Zuordnung zum jeweiligen Pati-
enten, lagen uns 20 Proben follikulärer Lymphome vor. Da es sich bei Zweien der 
vorhandenen Präparate um Knochenmarksausstriche handelte, entschlossen wir 
uns, diese aufgrund der mangelnden Vergleichbarkeit aus der Auswertung aus-
zuschließen, so dass letztendlich 18 Patienten in die Auswertung einbezogen 
werden konnten.  
Das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose im Patientenkollektiv betrug 59,5 Jahre, 
wobei sich die Spanne von 38 bis 72 Jahren erstreckte. Der FLIPI-Score bei 
Ersterkrankung variierte von 1 bis 4, wobei der größte Anteil der Patienten einen 
FLIPI von 3 erhielt. Bei 9 Teilnehmern lag bei Erstdiagnose ein Stadium IV vor, 
bei 5 ein Stadium III, bei den übrigen lagen keine Daten diesbezüglich vor. Nach 
Therapie erreichten 10 Patienten eine Komplettremission, bei 7 trat eine partielle 
Remission ein, in einem Fall verlief das FL unter Therapie progredient.  
Die 18 Patienten waren gleichmäßig auf 2 Kohorten (R-MCP und MCP) verteilt, 
auch bezüglich des Stadiums und des FLIPI-Scores bei Erstdiagnose bestand 












Stadium Alter Geschlecht FLIPI Ansprechen PFS O OS 
  1 IV 63 m 2 CR 106+ 106+ 
  2 III 65 m 3 CR 65+ 65+ 
  3 III 38  x 2 CR 76+ 76+ 
  4 IV 68  x 4 PR 50+ 50+ 
R-MCP 5 IV 59 m  x PR 82 100+ 
  6 III 60  x 2 PR 56+ 56+ 
  7  x  x w 2 CR 61 61 
  8 IV 42 w 4 PR 106+ 106+ 
  9 IV 62 w  x CR 35 83 
  10  x  x w 4 CR 56 82 
  11 IV 59  x 1 PR 45 50+ 
  12  x  x w 3 PR 67 73 
  13 III 61 w  x Progress 8 35 
MCP 14 III 56 m 2 CR 19 24 
  15 IV 52 m 3 CR 56+ 56+ 
  16 IV 72  x 3 PR 88 88 
  17 IV 52  x 4 CR 48 60+ 
  18  x  x w 4 CR 67 67 
 
2.2 Präparate 
Die verschiedenen Zentren, die an der Studie teilgenommen hatten, stellten uns 
das Material in Form von Paraffinblöcken bereit. 
Um die Expression von spezifischen Oberflächenmerkmalen der Zellen darzu-
stellen, wurden vom Institut für Pathologie in Marburg von jedem Präparat 
Schnitte angefertigt und mit jeweils einem von 12 verschiedenen Antikörpern im-
munhistochemisch gefärbt. Eine Übersicht über die verwendeten Antikörper und 
 
26 
Reagenzien liefert Tabelle 5. Insgesamt wurden in dieser Arbeit also 240 Schnitte 
ausgewertet. 
Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Antikörper 
Antikörper Klon Bezugsquelle Antigen-Gewin-
nung/Puffer 
Verdünnung 
CD1a O10 Immunotech EDTA 1:20 
CD3 SP7 Lab Vision EDTA 1:300 
CD5 NCL-CD5-4C7 Novocastra EDTA 1:50 
CD8 C8-144B Dako EDTA 1:50 
CD10 NCL-CD10-270 Novocastra EDTA 1:200 
CD20 L26 Dako TRS 6.1 1:600 
CD56 123C3 Dako EDTA 1:10 
CD68 PG-M1 Dako 0,1% Trypsin 1:100 
S100 polyklonal Dako - 1:2000 
SKI polyklonal Upstate EDTA 1:100 
PLCγ B-10 Santa Cruz Biotechno-
logy 
EDTA 1:1500 




Immunhistochemische Färbetechniken gestatten die optische Darstellung von 
Antigenen auf Zelloberflächen und in Zellen. Dies geschieht mittels sequentieller 
Anwendung eines spezifischen Antikörpers zum Antigen (primärer Antikörper), 
eines sekundären Antikörpers zum primären Antikörper und der Reaktion eines 
Enzymkomplexes mit einem chromogenen Substrat, jeweils getrennt durch da-
zwischenliegende Waschschritte. Die Aktivierung des Chromogens durch den 
Enzymkomplex bewirkt die Sichtbarmachung des Reaktionsprodukts am Ort des 
Antigens. Das Präparat wird anschließend gegengefärbt und gedeckelt. 
Die immunhistochemische Färbung der Paraffinschnitte erfolgte durch die Mitar-
beiter des Instituts für Pathologie der Universitätsklinik Marburg und verlief für 
alle Antikörper nach folgendem Prinzip: Nach Entparaffinierung in absteigender 
Alkoholreihe wurden die Schnitte zur Freilegung der Bindungsstellen 30 Minuten 
im vorgeheizten Steamer mit Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-Puffer inku-
biert, anschließend mit Leitungswasser abgekühlt, mit Aqua dest abgespült und 
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in 1:10 verdünnten Waschpuffer gegeben. Für den Antikörper CD68 erfolgte die 
Inkubierung anstatt mittels EDTA-Puffer mit Trypsin und für CD20 mit TRS-6.1, 
die Färbung mit S100 erforderte keine Vorbehandlung (siehe Tabelle 5). Im An-
schluss wurden die Präparate mit dem jeweiligen Antikörper im Autostainer 
(Firma Dako) behandelt, wobei die Konzentration und die Inkubationszeiten sich 
je nach verwendetem Reagenz unterschieden. Danach erfolgten die Gegenfär-
bung mit Hämalaun, die Entwässerung mittels aufsteigender Alkoholreihe und 
schließlich die Eindeckelung mit Xylol. 
2.4 Oberflächenantigene und Zellmarker 
Im Folgenden sollen das Vorkommen und die Funktion der in dieser Arbeit ver-
wendeten Antigen-Marker (CD) erläutert werden.3, 4, 30, 96 
CD1a: ist ein MHC-I-ähnliches Molekül, das auf Thymozyten exprimiert wird. 
Es ist nicht auf reifen T-Zellen im Blut ausgeprägt, aber wird intrazyto-
plasmatisch von aktivierten T-Zellen gebildet. Auf normalen B-Zellen fin-
det es sich nicht, Isotypen werden allerdings von einigen B-Zell-Malig-
nomen exprimiert. Hohe CD1a Level werden auf Langerhanszellen 
gefunden. CD1-Antigene werden außerdem von interdigitierenden 
dendritischen Zellen und Zytokin-aktivierten Monozyten ausgebildet.
 
Funktion: CD1a steht in Zusammenhang mit β2-Mikroglobulin- und 
Non-Peptid-Antigenpräsentation. Evtl. spielt CD1a eine Rolle bei der 
Reifung von T-Zellen im Thymus. Das Vorhandensein auf aktivierten T-
Zellen deutet auf die Beteiligung bei der Regulierung der T-Zell-Antwort 
hin.  
CD3:  wird von T-Zellen während der Reifung im Thymus exprimiert, ebenso 
auf reifen T-Zellen in der Peripherie. Etwa 75% der CD3-Zellen sind 
CD4+-T-Zellen, die übrigen sind CD8+-Zellen und nur eine geringe An-
zahl sind CD4+8+-T-Zellen.73   
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 Funktion: Antigenerkennung führt zu Signaltransduktion und anschlie-
ßender T-Zell-Aktivierung über den T-Zell-Rezeptor-Komplex. CD3 gilt 
allgemein als der beste T-Zell-Marker. 
CD5: wird auf T-Zellen und zu geringerem Maße auf B1-Zellen exprimiert. 
Funktion: CD5 schwächt Signale des B-Zell-Rezeptors ab, so dass 
starke Stimuli zur Aktivierung der B1-Zellen nötig werden. Das Antigen 
beeinflusst in T-Zellen die Signalkapazität des T-Zell-Rezeptors36 und 
wird hochreguliert nach starker Aktivierung. Im Thymus besteht ein Zu-
sammenhang zwischen CD5-Expression und Stärke der Interaktion von 
T-Zellen mit körpereigenen Proteinen.  
CD5 wurde vor der Entwicklung monoklonaler Antikörper gegen CD3 
zur T-Zell-Markierung verwendet.  
In der B-CLL, dem Mantel-Zell-Lymphomen und in Kleinzelligen B-Zell 
Lymphomen kann CD5 nachgewiesen werden. 
CD8:  wird auf zytotoxischen T-Lymphozyten exprimiert. 
Funktion: CD8 ist ein Co-Rezeptor für MHC-I. 
CD10: wird exprimiert auf B- und T-Vorläufer-Zellen, B-Blasten, Keimzent-
rums-B-Lymphozyten, reifen Neutrophilen, auf einigen Granulozyten 
und Knochenmarkstromazellen. Des Weiteren kann es auf Epithelzellen 
der Niere und des Darms gefunden werden, auf einigen glatten Muskel-
zellen und Myoepithelien, Gehirn- und Fibroblastzellen. 
 Funktion: CD10 reguliert B-Zell-Wachstum und -Proliferation durch die 
Hydrolyse kleiner Peptide mit proliferativen/antiproliferativen Effekten 
(insbesondere des Amyloid ß).  
CD10 ist ein charakteristischer Marker für Zellen des Follikelzentrums 
und Follikulärer Lymphome, kann die Diagnose bestätigen94 und seine 
Expression ist mit einem günstigen Outcome assoziiert.11 Er wird ge-
nutzt als ein Marker für Prä B-Zell akuten lymphatischen Leukämie 
(ALL) und wird auch bezeichnet als Common Acute Lymphoblastic Leu-
kemia Antigen (CALLA). 
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CD20:  wird von reifen B-Zell-Linien ausgebildet. Die Expression tritt erstmals 
während der Prä-B-Zell-Entwicklung auf und endet mit der endgültigen 
Differenzierung zu Plasmazellen. Zu einem sehr geringen Grad wird 
CD20 auf T-Lymphozyten der peripheren Blutbahn exprimiert.  
CD20 ist nachweisbar in nahezu allen B-Zell-Lymphomen und ist der 
Angriffspunkt für den monoklonalen Antikörper Rituximab.  
 Funktion: CD20-Bindung aktiviert Tyrosinkinase-abhängige Signal-
wege, die wahrscheinlich bei der B-Zell-Proliferation und der Differen-
zierung zu Plasmazellen eine Rolle spielen. Durch Regulierung des 
transmembranen Ca²+-Stroms werden die B-Zell-Aktivation und Prolife-
ration gesteuert. 
CD56:  wird auf natürlichen Killer-Zellen exprimiert.  
Funktion: Zelladhäsion durch Bindung von CD56-Molekülen anderer 
Zellen. Die genaue Funktion ist nicht geklärt, CD56 (auch NCAM = neu-
ral cell adhesion molecule) spielt eine Rolle bei der Entwicklung von 
Nervenzellen.  
CD68:  wird intrazellulär in zytoplasmatischen Granula exprimiert, kann aber 
auch zu geringerem Anteil auf Zelloberflächen gefunden werden. CD68 
wird gebildet auf Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen, Gra-
nulozyten, Mastzellen, myeloiden Vorläuferzellen und aktivierten T-Zel-
len, wobei es von ca. 40% der B-Zellen im peripheren Blut und in 50% 
aller B-ALL exprimiert wird.  
CD68 ist in der Immunhistochemie der wichtigste Marker für Makropha-
gen.  
Funktion: CD68 bindet an gewebe- und organspezifische Lektine und 
Selektine und ist ein Fresszellrezeptor, über den LDL gebunden und 
aufgenommen wird. Es ist ein Lysosomen-assoziiertes-Membran-Pro-
tein (LAMP) und Bindung bewirkt die Beseitigung von Zelltrümmern, 




S100:   ist gewöhnlich zu finden auf Nervenzellen, Melanozyten und Langer-
hanszellen der Haut, auf Chondrozyten, Adipozyten und Myoepithelien, 
sowie auf interdigitierenden Retikulumzellen in Lymphknoten.  
Funktion: S100-Moleküle sind an vielen Vorgängen in der Zelle beteiligt, 
unter anderem an der Proteinphosphorylierung, Enzymaktivitäten, Zell-
wachstum und Differenzierung, sowie bei Entzündungsreaktionen.29 
Verschiedene Typen von S100 dienen als Tumormarker für bestimmte 
Malignome, so z.B. S100A9 zur Früherkennung vom Prostatakarzi-
nom.55 
ZAP-70: (= Zeta-assoziiertes Protein) ist eine Tyrosinkinase, die intrazellulär in 
T- und NK-Zellen vorkommt, in B-Zellen dagegen normalerweise nicht 
exprimiert wird.  
Funktion: ZAP-70 ist essentiell an der T-Zell-Signaltransduktion beteiligt 
und wirkt als Vermittler der T-Zell-Proliferation und -Differenzierung. Es 
wird als prognostischer Paramater bei der immunphänotypischen Un-
tersuchung hauptsächlich der B-CLL eingesetzt.  
PLCγ: (= Phospholipase-C-y) NK-Zellen 
Funktion: PLCγ2 ist ein entscheidender Effektor bei der Signaltransduk-
tion des B-Zell-Rezeptors und somit essentiell für die B-Zell-Entwick-
lung. In NK-Zellen ist die Expression von PLCγ2 unabdingbar für die 
zelluläre Toxizität.15 
Ski: ist ein Protoonkoprotein im Zellkern und ist, wenn überexprimiert, mit 
Tumoren assoziiert.89  
Funktion: Ski unterdrückt die Transkription von Genen für TGF-beta o-
der RAR-alpha, behindert somit wichtige Zellfunktionen wie die Zell-





2.5 Bilderfassung, -bearbeitung und -auswertung 
2.5.1 Mikroskop, Kamera, Computereinheit 
Mikroskopiert wurde mit einem Durchlichtmikroskop der Marke Leica DM/RB. Die 
Wandlung der Bilddaten vom Analogbild des Mikroskops zum digitalen Bild er-
folgte mit einer aufmontierten CCD-Kamera der Firma Sony (Geräte-Nr.: CA 325-
AP). Zur optimalen Bilddarstellung kamen eine Matrox Millenium G200 AGP Gra-
phikkarte und ein Wacom Graphiktablett zum Einsatz.  
Als Graphiksoftware diente das Programm Image-Pro PLUS der Fa. Media Cy-
bernetics (USA) in der Version 4.1.0.0. Programmiert wurde mit Visual Basic als 
Bestandteil der Image-Pro PLUS Software und mit der objektorientierten Pro-
grammiersprache Python 2.3. Kalibriert wurde mit Hilfe eines Objektmaßstabes 
für Durchlicht (2 mm in 200 Teilen).  
2.5.2 Bilderfassung und -bearbeitung 
Die immunhistochemisch gefärbten Schnitte wurden an einem Mikroskop der 
Firma Leica, Deutschland, Model: DM RB mit dem Objektiv Pl Apo 40x/0,75 un-
tersucht. Das Mikroskop verfügt über ein Okular mit der Vergrößerung 10 mit der 
Zwischenvergrößerung (Z) 2, so dass die Gesamtvergrößerung also 800 betrug. 
Unter genauer Ausmessung nach Kalibrierung weisen die im Rahmen dieser Ar-
beit aufgenommenen Bilder eine exakte Fläche von 0,0608 mm² auf. 
Das Kamerabild entspricht nicht exakt der Größe des Mikroskopgesichtsfeldes, 
vielmehr bildet die Kamera circa 1/3 des Mikroskopgesichtsfeldes ab.  
Von jedem Lymphknotenpräparat wurden 4 Bildausschnitte abgelichtet, wobei 2 
Aufnahmen von Ausschnitten aus dem Follikelzentrum des Lymphknotens und 2 
aus der interfollikulären Zone erfolgten.   
Das Aussuchen der jeweiligen Ausschnitte erfolgte durch den Untersucher unter 
Berücksichtigung folgender Kriterien:  
  - Vermeidung überfärbter Areale  
  - Vermeidung von offensichtlichen Artefakten  
  - Vermeidung des Mitablichtens angrenzender andersartiger Gewebe 
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Jedes Bild wurde mit einer Belichtungszeit von 96,1 msek, einer Verstärkung von 
1x und einer Farbsättigungseinstellung von 1,5x abgespeichert, anschließend er-
folgte ein Weißabgleich. Somit bestand für die verschiedenen Färbungen eine 
einheitliche Aufnahme- und Nachbearbeitungsmethode, so dass für die spätere 
Auswertung eine gute Vergleichbarkeit gewährleistet war. 
2.5.3 Bildinterpretation 
Ziel der Bildauswertung war es, für jedes Kamerabild die Zahl der immunhisto-
chemisch angefärbten Zellen pro Kamerabildfläche zu erheben. Je nach Antikör-
per stellten sich die markierten Zellen unterschiedlich dar. Bei den Antigenen 
CD1a, CD3, CD5, CD10, CD20, CD56, CD68, PLCγ, Ski und ZAP70 handelt es 
sich um Membranproteine, so dass der Antikörper die Zellwand sichtbar macht. 
S100 als intrazelluläres Protein markiert das Zytoplasma. Durch die in Kapitel 2.2 
beschriebene Behandlung der Schnitte zeigen sich die vom Antikörper markier-
ten (positiven) Zellareale braun und durch die Gegenfärbung die nicht markierten 
(negativen) Zellen/Zellbestandteile blau.  
Abbildung 3: CD3-Färbung Follikelzentrum        Abbildung 4: CD3-Färbung extrafollikulär 
2.5.3.1 Automatische Zählung 
Zunächst erfolgte nach Aufnahme der Bilder die Bildbearbeitung mit dem Image-
ProPlus® Programm.   
Mit den Funktionen „best fit“ und den unter „spatial“ aufgelisteten Einstellungen 
„color channel“ und „brightness“ war es möglich, den Kontrast so zu erhöhen, 
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dass sich hauptsächlich die vom Antikörper gefärbten Zellen darstellten und die 
das Antigen nicht exprimierenden Zellen blasser in den Hintergrund traten. Unter 
der Funktion „filters“ und den Unterfunktionen „median“, „lo pass“, „erode“ und 
„flatten“ war es möglich, die aufgrund der Zellmembrananfärbung hauptsächlich 
im Randbereich gefärbte Zelle weichzuzeichnen, und so den Eindruck eines flä-
chigen kleinen Kreises zu erzielen. Nach Eingabe des Befehls „auto-split“ nach 
Festlegung der als eine Zelle anzuerkennenden Fläche (hier Fläche eines Lym-
phozyten = 0,0079 mm²)  konnten die so modifizierten Aufnahmen nun vom Pro-
gramm automatisch ausgezählt werden.  
Diese Bearbeitung ergab sehr akurate Ergebnisse für Antigene mit eher niedriger 
Ausprägung wie z.B. CD3, da sich hier die positiven Zellen klarer abgrenzbar 
zeigten. Bei hoher Antigenausprägung oder auch bei z.T. aufgetretener Überfär-
bung der Bilder war die automatische Zellzählung weniger geeignet. 
2.5.3.2 Manuelle Zählung 
Aufgrund der hohen Fehlerquote der automatischen Zellzählung bei einigen An-
tigenen aufgrund der hohen Expressionrate, entschieden wir uns zu einem Ab-
gleich und gleichzeitiger Kontrolle durch manuelle Auszählung. So konnten durch 
die Verwendung des Programms aufgetretene Fehler wie z.B. positive Anfärbung 
von Blutgefäßen oder auch Färbeartefakte erkannt und ausgeschlossen werden.  
Schließlich erhielten wir pro Antigen zwei Werte für die intrafollikuläre und die 





2.6 Statistische Analysen 
Die statistische Beratung erfolgte durch Herrn Prof. Dr. Konstantin Strauch und 
Herrn Tilman Görg im Institut für Medizinische Biometrie und Epidemiologie der 
Philipps-Universität Marburg.  
Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung diente das Programm 
GraphPad Prism 5 for Windows von © 1992-2007 GraphPad Software, Inc.. 
Im Rahmen der deskriptiven Auswertung wurde zunächst die Expression der je-
weiligen Oberflächenantigene graphisch dargestellt, wobei als Parameter für den 
Therapieerfolg die Überlebenszeit bis zum Progress/Tod durch FL in Monaten, 
kurz PFS für „progression free survival“, gewählt wurde.   
Im nächsten Schritt erfolgte die Erstellung von Überlebenskurven nach der Ka-
plan-Meyer-Methode jeweils bezogen auf die Zeitspanne bis zum Progress. 
Diese statistische Methode ermöglichte die Analyse des Einflusses der zu analy-
sierenden Faktoren auf das Überleben sowie den Vergleich der Überlebenskur-
ven mittels des Log-Rank-Tests (auch Mantel-Cox-Test). Der Log-rank-Test ist 
ein statistischer Test zum Vergleich der Überlebenszeiten zweier unverbundener 
Stichproben. Die Teststatistik des Tests folgt näherungsweise einer Chi-Quadrat-
Verteilung.  
Als Einflussfaktor auf das Überleben sollte hier die Höhe der Antigenexpression 
ermittelt werden. Bei variierender Ausprägung wurde der Median der Anzahl der 
das jeweilige Antigen-exprimierenden Zellen zur Unterteilung in zwei Gruppen 
verwendet: Eine Gruppe mit hohem Expressionsmuster gegenüber einer zweiten 
mit niedrigem Expressionsmuster. Die Einteilung in die Gruppen unterschied sich 
für die jeweiligen Oberflächenmarker, so dass nicht zwangsläufig immer die glei-
chen Patienten der ersten bzw. der zweiten Gruppe zugeordnet waren. Einigen 
Probanden zeigten keine Ausprägung bestimmter Antigene, wie z.B. im Falle des 
CD56, so dass hier nicht der Median zur Unterteilung der Gruppen diente, son-




In einem weiteren Schritt wurde versucht, den Einfluss von Rituximab auf das 
progressionsfreie Überleben getrennt für die hohe und die niedrige Expressions-




3.1 Progressionsfreies Überleben 
Die progressionsfreie Überlebenszeit (PFS), definiert als Zeitspanne vom Zeit-
punkt des Studieneinschlusses bis zum Ereigniseintritt (Progress oder Tod durch 
das follikuläre Lymphom), erstreckte sich im beobachteten Patientenkollektiv von 
8 Monaten bis zu 106 Monaten. Bei 11 Probanden trat im Beobachtungszeitraum 
ein Ereignis ein, bei den 7 Verbleibenden hielt die Remission über den Beobach-
tungszeitraum hinaus an. Das mediane progressionsfreie Überleben der 18 beo-
bachteten Patienten betrug hier für beide Gruppen zusammen 56 Monate, wobei 
der Median für die R-MCP-Kohorte 61 Monate und der für die MCP-Kohorte 52 
Monate betrug. Somit zeigte sich im Vergleich der Überlebenskurven auch in die-
sem Kollektiv das R-MCP-Regime signifikant überlegen (p=0,0273). Das Hazard 





















Abbildung 5: Progressionsfreie Überlebenszeit der Therapiegruppen  
im Vergleich (p=0,018) 
Trotz geringer Fallzahl lässt sich im beobachteten Kollektiv also das R-MCP-





3.2 Ausprägung der Oberflächenantigene 
Die Höhe der Expression der jeweiligen Antigene variiert deutlich. So findet sich 
im Follikelzentrum der Patienten mit FL neben der hohen Ausprägung vom B-
Zell-Marker CD20 (durchschnittlich 801,8 CD20 positive Zellen pro Bildfläche) 
meist eine hohe Zahl von CD10 (356,9), CD5 (397), CD3 (346,4) und PLC 
(860,8).  
Mäßig hohes Vorkommen zeigen ZAP70 (167,8), ski (70,9), CD68 (35,8) und 
CD8 (44,8). CD56 wird von deutlich weniger Zellen ausgeprägt (8,5), ebenso 
S100 (2,9) und CD1a (1,8). 
Im Folgenden soll jeweils für die Antigene getrennt im Punktdiagramm die ent-
sprechende Ausprägung bezogen auf das PFS dargestellt werden, sowie die Ka-
plan-Meyer-Kurve des PFS zum Vergleich der beiden Gruppen beschrieben wer-
den, der Gruppe mit hoher Expression versus der Gruppe mit niedriger 
Expression der Oberflächenmarker. Des Weiteren sollen die beiden Therapiere-
gime innerhalb der Gruppe mit hoher bzw. niedriger Expression verglichen wer-
den.  Alle Auswertungen erfolgten jeweils separat für die Follikelzone und den 
Extrafollikulärraum. 
Tabelle 6 zeigt eine Musterzusammenfassung derjenigen Antigene, deren Aus-
prägungsgrad mit einen signifikanten Unterschied im Überleben einhergeht. 
Tabelle 6: Musterzusammenstellung der signifikanten Ergebnisse 
R-MCP gegenüber MCP überlegen (PFS signifikant verlängert) bei 
    
 intrafollikulär extrafollikulär 
     
hoher Expression von CD68     (p=0,0419) CD5     (p=0,0399) 
   CD56   (p=0,0266) 
   Ski       (p=0,0483) 
     
niedriger Expression von CD3        (p=0,0221) CD20   (p=0,0328) 
 CD8        (p=0,0500)   





Zunächst soll also aufgrund seiner hohen Ausprägung auf reifen B-Zellen und 
aufgrund seiner Funktion als Angriffspunkt für Rituximab der CD20 analysiert 
werden. Die mediane Antigen-Ausprägung im Follikelzentrum liegt hier bei 799 
Zellen. Außerhalb der Follikel findet sich erwartungsgemäß eine etwas niedrigere 
CD20-Expression, der Median liegt hier bei 559 positiven Zellen. 




































Abbildung 6: Expression von CD20 in Zusammenhang mit dem progressionsfreien Überleben 
Bei Betrachtung der Überlebenskurven (siehe Abbildung 7) fällt auf, dass diese 
sich im Verlauf kreuzen, es liegt also kein proportionaler Hazard vor (intrafolliku-
lär: Hazard Ratio = 2,227 mit einem 95% KI: 0.6547 - 7.577, extrafollikulär: Ha-
zard Ratio = 1,628 mit einem 95% KI: 0.4779 - 5.544).  
Die graphische Darstellung (siehe Abbildung 7) zeigt zwar eine zum Ende des 
Beobachtungszeitraumes langsamer absteigende Kurve für die Gruppe mit hoher 
CD20-Expression, der Log-rank Test liefert jedoch keinen signifikanten Unter-
schied zwischen den Expressionmustern (p=0,1998). Auch für eine hohe Anzahl 










































Abbildung 7: Progressionsfreie Überlebenszeit der Gruppen mit hohem und niedrigem CD20 im 
Vergleich (intrafollikulär p=0,1998, extrafollikullär p=0,4350)  
Betrachtet man im Weiteren jedoch die beiden Therapiegruppen getrennt (siehe 
Abbildung 8), fällt auf, dass besonders in der Gruppe mit niedriger CD20-
Ausprägung die mit dem Rituximab-Regime behandelten Patienten ein höheres 
PFS aufweisen. Für die intrafollikuläre CD20-Expression zeigt sich kein signifi-
kanter Unterschied (p=0,1452), wobei sich für die extrafollikuläre Expression eine 
signifikante Differenz im PFS ergibt (p=0,0328, Hazard-Ratio 0,09613, 95% KI: 








































Abbildung 8: Vergleich der Therapieregime innerhalb der Gruppen mit niedriger CD20-Zellzahl 
(intrafollikulär p=0,1452, extrafollikulär p=0,0328) 
In der Gruppe mit hoher CD20-Expression zeigt sich kein Unterschied zwischen 










































Abbildung 9: Vergleich der Therapieregime innerhalb der Gruppen mit hoher CD20-Zellzahl 
(intrafollikulär p=0,7540, extrafollikulär p=0,2705) 
3.2.2 CD1a 
Im Falle dieses Antigens wurde nicht der Median zur Unterteilung der Gruppen 
gewählt, sondern lediglich zwischen Vorhandensein und Abwesenheit CD1a-
exprimierender Zellen unterschieden, da sich in 15 von 18 Fällen innerhalb der 
Follikel keine Expression fand. Hier ließ sich, auch aufgrund der ungleichen Ver-
teilung, kein Unterschied der beiden Gruppen feststellten (intrafollikuläre Expres-
sion p=0,1703; extrafollikulär p=0,6553). Das relative Risiko beträgt 0,3780 mit 
einem 95%-KI von 0.09411 - 1.518.   
Innerhalb der Gruppe mit negativer intrafollikulärer Expression zeigt sich ein ver-


















Abbildung 10: Vergleich der Therapieregime innerhalb der Gruppe 




Die mediane Ausprägung des CD3 beträgt hier intrafollikulär 274 positive Zellen, 
wobei jeweils in 9 Patienten eine hohe bzw. eine niedrige Expression festgestellt 
wurde. Außerhalb der Follikel liegt der Median bei 723 positiven Zellen, 8 Patien-
ten zeigten hiervon eine niedrige, 10 eine hohe Ausprägung. In den beiden Grup-
pen waren die beiden Therapieregime annähernd gleich verteilt (siehe Abbildung 
11). 




































Abbildung 11: Anzahl der CD3-positiven Zellen in Zusammenhang mit dem PFS 
Betrachtet man die intrafollikuläre Ausprägung von CD3 (Abbildung 12), so zeigt 








































Abbildung 12: Vergleich des PFS für die Gruppen mit hoher und niedriger Anzahl CD3-positiver 
Zellen (intrafollikulär p=0,6634, extrafollikulär p=0,5020) 
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Sieht man sich die extrafollikuläre Expression an, so beträgt das mediane PFS 
von Patienten mit hoher Anzahl CD3-positiver T-Zellen 82 Monate gegenüber 
61,5 Monate PFS der Patienten mit niedriger Ausprägung. Der Unterschied der 
Überlebenskurven ist jedoch auch hier nicht signifikant (p=0,5020, Hazard-ratio 
0,6495, 95% KI 0.1842 - 2.290). 
Im Vergleich der Therapieregime (Abbildung 13) ließ sich in der Gruppe mit ho-
hem intrafollikulären Expressionsmuster keine signifikante Überlegenheit der R-
MCP-Therapie feststellen (p=0,7194). Die Hazard-Ratio beträgt 0,7510 und zeigt 
somit keinen Unterschied der beiden Gruppen.  
Extrafollikulär ergibt sich für die Gruppe mit hoher CD3-Expression ein medianes 
Überleben von 82 Monaten in der R-MCP Gruppe vs. 57,5 Monaten für die MCP 
Gruppe. Der Vergleich der Überlebenskurven zeigt jedoch keine signifikante Dif-
ferenz (p=0,1503, Hazard-Ratio 0,2961, 95% KI 0.05638 - 1.555). 






































Abbildung 13: Vergleich der Therapieregime innerhalb der Gruppen mit hoher Anzahl CD3-
positiver Zellen (intrafollikulär p=0,7194, extrafollikulär p=0,1503) 
Zu beachten ist bezogen auf das CD3 jedoch die Gruppe mit niedrigem Expres-
sionsmuster (siehe Abbildung 14): Patienten mit niedriger Anzahl intrafollikulärer 
CD3-positiver Zellen scheinen von der Rituximab-Therapie signifikant zu profitie-
ren. Im Vergleich der Überlebenskurven zeigt sich hier ein deutlich verlängertes 
PFS (p=0,0221, Hazard-Ratio 0,06300, 95%KI 0.005903 - 0.6722). In der Gruppe 
mit niedriger extrafollikulärer CD3-Zellzahl zeigt sich dieser Unterschied nicht. 
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Abbildung 14: Vergleich der Therapie-Schemata in der Gruppe mit niedriger CD3-Expression 
(intrafollikulär p=0,0221, extrafollikulär p=0,3421) 
3.2.4 CD5 
Die mediane CD5-Expression beträgt intrafollikulär 353 und extrafollikulär 894 
Zellen. 
Im Vergleich der Kaplan-Meyer-Kurven für die beiden Expressions-Gruppen 
(siehe Abbildung 15) zeigt sich ein längeres medianes PFS für die Gruppe mit 
hohem intrafollikulären Ausprägungsmuster (82 vs. 57,5 Monate), wenngleich 
hier keine Signifikanz vorliegt (p=0,0891, Hazard-Ratio 0,2774 mit einem 95%-KI 







































Abbildung 15: Vergleich des PFS für die Gruppen mit hoher und niedriger Anzahl CD5-positiver 
Zellen (intrafollikulär p=0,0891, extrafollikulär p=0,3733) 
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Betrachtet man die extrafollikuläre Zellzahl, so ergibt sich kein Unterschied der 
beiden Expressions-Gruppen (medianes PFS beträgt 67 Monate in beiden Grup-
pen, p=0,3733).   
Bei getrennter Analyse der Expressions-Gruppen ergibt sich für die Gruppe mit 
hoher intrafollikuläre Ausprägung keine signifikante Differenz der Therapie-Re-
gime in Bezug auf das PFS (Gruppe hohe CD5-Zellzahl: p=0,3012, siehe Abbil-
dung 16). Zu bemerken ist, dass hier wie auch schon bei den CD3-positiven Zel-
len beobachtet, die Patienten mit hoher extrafollikulärer Expression in der R-MCP 
Gruppe ein höheres PFS erreichen. Hier zeigt sich ein signifikanter Unterschied 
(p=0,0399, Hazard-ratio 0,1018, 95%KI 0.01151 - 0.9000). 






































Abbildung 16: Vergleich der Therapie-Schemata in der Gruppe mit hoher intra- bzw. extrafolli-
kulärer CD5-Expression (intrafollikulär p=0,3012, extrafollikulär p=0,0399) 
In der Gruppe mit niedriger Expression von CD5 lässt sich werder intra- noch 
extrafollikulär ein Überlebensvorteil der Therapieschemata nachweisen (intrafol-
likulär: p=0,1696; extrafollikulär p=0,3755). 
3.2.5 CD8 
Die mediane Ausprägung für das Oberflächenantigen CD8 beträgt hier intrafolli-
kulär 27 positive Zellen bei einem sehr heterogenen Ausprägungsgrad von nur 
einer bis zu 145 positiven Zellen pro Bildfläche. Die extrafollikuläre CD8-Zellzahl 
liegt mit 189 Zellen deutlich höher. Den Expressionsgruppen konnten jeweils 9 
Patienten zugeteilt werden. 
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Das mediane PFS unterscheidet sich hier deutlich und beträgt in der Gruppe mit 
hoher intrafollikulärer Expression 82 Monate, in der Gruppe mit niedriger Ausprä-
gung 61 Monate (95%-KI von 1.039 - 1.649). Der Vergleich der Überlebenskur-
ven (siehe Abbildung 17) für die intrafollikuläre Ausprägung zeigt jedoch kein sig-
nifikant verlängertes PFS für die Gruppe mit hoher CD8-Zellzahl (p=0,0839). Für 
die extrafollikuläre Zone ergibt sich im Vergleich der Kaplan-Meyer-Kurven kein 









































Abbildung 17: Vergleich des PFS für die Gruppen mit hoher und niedrige Anzahl CD8-positiver 
Zellen (intrafollikulär p=0,0839, extrafollikulär p=0,6133) 
Im Vergleich der Therapiegruppen lässt sich für die Gruppe mit hoher Expression 
keine signifikante Differenz im PFS nachweisen, wobei die mit R-MCP behandel-
ten Patienten in der Gruppe mit hoher Expression extrafollikulär ein tendentiell 
verlängertes PFS zeigen (intrafollikulär p=0,3167, extrafollikulär p=0,0856, Ha-
zard-Ratio 0,1948, 95%KI 0.03796 to 0.9998). 
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Abbildung 18: Vergleich der Therapie-Schemata in der Gruppe mit hoher Expression von CD8 
intra- und extrafollikulär (intrafollikulär p= 0,3167, extrafollikulär p= 0,0856) 
Betrachtet man die Gruppe mit geringer CD8-Ausprägung (siehe Abbildung 19) 
fällt auf, dass besonders die Patienten mit niedriger intrafollikulärer CD8-Zellzahl 
von Rituximab zu profitieren scheinen (medianes PFS 83,5 vs 45 Monate, 
p=0,0500). Extrafollikulär zeigt sich dieser Unterschied nicht (p=0,1472). 







































Abbildung 19: Vergleich der Therapie-Schemata in der Gruppe mit niedriger CD8-Expression 
(intrafollikulär p=0,0500, extrafollikulär p=0,1472) 
3.2.6 CD10 
Für den B-Zell Marker CD10, der als charakteristischer Marker für follikuläre Lym-
phome gilt, ist bekannt, dass ein hoher Ausprägungsgrad mit einer besseren 
Prognose einhergeht. Die mediane Ausprägung beträgt hier intrafollikulär 114 
und extrafollikulär 23 positive Zellen (Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Anzahl von CD10-positiven Zellen in Zusammenhang mit dem PFS. 
Die Überlebenskurven laufen hier annähernd parallel, so dass im beobachteten 
Kollektiv kein Unterscheid für hohe und niedrige Expressionsmuster bewiesen 
werden kann (intrafollikulär p=0,5397, Hazard-ratio: 1,530, 95%KI: 0.4308 - 
4.998, extrafollikulär p=0,1997, Hazard-ratio: 2,210, 95%KI: 0.6577 - 7.428, siehe 
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Abbildung 21: Vergleich des PFS für die Gruppen mit hoher und niedrige Anzahl CD10-positiver 
Zellen (intrafollikulär p=0,5397, extrafollikulär p=0,1997) 
Auch hier zeigt sich insgesamt die Rituximab Therapie dem alleinigen MCP-
Regime überlegen, wobei sich weder in der Gruppe mit niedriger noch in der mit 
hoher Ausprägung ein signifikanter Unterschied zeigt (hohe Expression intrafolli-
kulär p=0,2472, Hazard-ratio: 0,3506, 95%KI: 0.0594 - 2.069; hohe Expression 
extrafollikulär p=0,4828, Hazard-ratio: 0,5599, 95%KI: 0.1108 -2.829; niedrige 
Expression intrafollikulär p=0,1161, Hazard-ratio: 0,1932, 95%KI: 0.02486 - 
1.502; niedrige Expression extrafollikulär p=0,1532, Hazard-ratio: 0,2272, 
 
48 
95%KI: 0.02975 - 1.736). Es lässt sich nicht darstellen, ob die CD10-Zellzahl ei-
nen Einfluss auf das PFS hat. 
3.2.7 CD56 
Der Oberflächenmarker CD56 wird intrafollikulär nur in 9 Fällen exprimiert, so 
dass hier erneut nach positiver und negativer Expression unterteilt wurde.  
Hier zeigt sich für die intrafollikuläre Expression mit einem p-Wert von 0,8806 
kein signifikanter Unterschied der Überlebenskurven. Das mediane PFS beträgt 
in beiden Gruppen 67 Monate.  
Für die extrafollikuläre Zone zeigt sich ein höheres medianes PFS in der Gruppe 
mit niedriger Expression (61 vs. 88 Monate, Ratio 0,6932, 95%KI 0.4004-0.9859), 
wobei der Vergleich der Überlebenskurven keinen signifikanten Unterschied für 
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Abbildung 22: Vergleich des PFS für die Gruppe mit positiver vs negativer / bzw. für extrafolliku-
lär hoher vs. niedriger CD56-Expression im Vergleich (intrafollikulär p=0,8806, extrafollikulär 
p=0,2660) 
Im Vergleich der Therapieschemata fällt besonders in der Gruppe mit positiver 
intrafollikulärer bzw hoher extrafollikulärer CD56 Expression ein verlängertes 
PFS in der mit Rituximab behandelten Gruppe auf (siehe Abbildung 23).  
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Abbildung 23: Vergleich der Therapie-Schemata in der Gruppe mit positiver intrafollikulärer und 
mit hoher extrafollikulärer CD56-Expression (intrafollikulär p=0,0569, extrafollikulär p=0,0266) 
Dies ist für die intrafollikuläre Ausprägung nicht signifikant (p=0,0569, Hazard-
ratio: 0,1695, 95%KI: 0.02729 - 1.053), für die extrafollikuläre Zone zeigt sich 
jedoch eine deutliche Überlegenheit der Rituximab-Therapie für die Patienten mit 
hoher CD56-Zellzahl (p=0,0266, Hazard-ratio: 0,1508, 95%KI: 0.02832 - 0.8027).  
In der Gruppe ohne bzw. mit niedriger CD56-Ausprägung lässt sich kein Unter-
schied der beiden Therapie-Regime nachweisen (intrafollikulär p=0,4295; extra-
follikulär p=0,2334). 
3.2.8 CD68 
Das CD68-Oberflächenantigen gilt in der Immunhistochemie als charakteristi-
scher Marker für Makrophagen.  
Verteilung: CD68 intrafollikulär





































Abbildung 24: Anzahl von CD68-positiven Zellen in Zusammenhang mit dem PFS. 
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Die intrafollikuläre Ausprägung liegt hier bei einem Median von 23 positiven Zel-
len pro Bildausschnitt, extrafollikulär bei 38 Zellen, wobei die Patienten mit hoher 
intrafollikulärer Expression ebenfalls eine hohe extrafollikuläre Ausprägung auf-
weisen (siehe Abbildung 24).  
Das mediane Überleben für die beiden Ausprägungs-Gruppen liegt jeweils für die 
intrafollikuläre als auch für die extrafollikuläre Expression bei 67 Monaten, es 
ergibt sich kein Unterschied der Überlebenskurven (intrafollikulär p=0,7707, ext-
rafollikulär p=0,6981). 
Es fällt auf, dass in der Gruppe mit hoher CD68-Zellzahl die mit R-MCP behan-
delten Patienten ein deutlich erhöhtes PFS aufweisen. Das mediane PFS liegt 
intrafollikulär bei 82 Monaten in der R-MCP-Kohorte vs. 52 Monaten bei den nicht 
mit Rituximab behandelten Patienten, extrafollikulär bei 82 vs. 46,5 Monaten. 
Auch die Überlebenskurven verlaufen signifikant unterschiedlich (intrafollikulär 
p=0,0419, Hazard ratio= 0,1482, 95%-KI 0.02356 - 0.9322, extrafollikulär 
p=0,0419, Hazard ratio= 0,1482, 95%-KI 0.02356 - 0.9322, siehe Abbildung 25). 






































Abbildung 25: Vergleich der Therapieregime innerhalb der Patientengruppe hohen Anzahl 
CD68-positiver Zellen (jeweils p=0,0419) 
In der Gruppe mit niedriger CD68-Expression lässt sich ebenfalls ein tendentieller 
Vorteil der Rituximab-Behandlung erkennen, der hier jedoch geringer und nicht 





Bezüglich der Höhe der PLC-Expression lässt sich im Rahmen dieser Arbeit kein 
Einfluss auf das PFS ermitteln (intrafollikuläre Expression p=0,9395; extrafolliku-
läre Expression p=0,8233).  
Innerhalb der Ausprägungsgruppen zeigt sich sowohl für die intrafollikuläre 
alsauch für die extrafollikuläre Ausprägung kein signifikanter Unterschied der 
Therapie-Regime. 
3.2.10 Ski 
Die mediane Expression des Markers Ski beträgt hier innerhalb der Follikel 12 
positive Zellen pro Fläche, extrafollikulär liegt der Median bei 40 Zellen. Ski stellt 
ein Protoonkogen dar und für einige Tumoren wie z.B. im Falle des Magenkarzi-
noms konnte in Studien der negative prognostische Einfluss einer hohen Ski-
Ausprägung nachgewiesen werden66. Bei 3 Patienten kann hier eine außeror-
dentlich hohe Ski-Expression ermittelt werden (530 und 350 positive Zellen im 
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Abbildung 26: Progressionsfreie Überlebenszeit der Therapiegruppen (hohe Anzahl Ski-ausprä-
gender Zellen vs. niedrige Anzahl) im Vergleich (intrafollikulär p=0,2977, extrafollikulär p=0,7388) 
In diesem Patientenkollektiv lässt sich kein Unterschied im Einfluss der Expres-
sionsmuster auf das PFS nachweisen (intrafollikuläre Expression: p=0,2977, Ha-
zard Ratio 0,5249, 95%-KI 0.1560 to 1.766, extrafollikuläre Expression p=0,7388, 
Hazard Ratio 0,8103, 95%-KI 0.2353 - 2.790, siehe Abbildung 26).   
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Die beiden Patienten mit sehr hoher intrafollikulärer Ski-Expression zeigten eben-
falls kein auffallend geringes PFS (67 und 56 Monate bei einem medianen Über-
leben von 67 Monaten für die gesamte Kohorte). 
Im Vergleich der Therapie-Regime zeigt sich erneut die Rituximab-Therapie ins-
gesamt überlegen, wobei hier einzig die Patientengruppe mit hoher extrafolliku-
lärer Ski-Expression unter Rituximab ein signifikant höheres PFS aufweist (hier 
p=0,0483, Hazard Ratio 0,1553, 95%-KI 0.02445 - 0.9862, siehe Abbildung 27). 





































































Abbildung 27: Vergleich der Therapie-Regime für das Protoonkogen Ski  
3.2.11 S100 
Lediglich 8 Patienten zeigen eine intrafollikuläre Expression von S100, so dass 
hier erneut in positive und negative Ausprägung unterteilt wurde. Der Median der 
extrafollikulären Ausprägung liegt hier bei 25 positiven Zellen. 
Betrachtet man die intrafollikuläre Ausprägung, so zeigt sich kein Überlebensvor-
teil einer Gruppe (medianes Überleben jeweils 67 Monate, p=0,7057). 
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Extrafollikulär ist eine Tendenz für ein verlängertes PFS in der Gruppe mit niedri-
ger Anzahl S100-positiver Zellen erkennbar (medianes PFS: 67 vs. 85 Monate), 
wobei der Unterschied nicht signifikant ist (Verhältnis 0,7882, 95%KI 0.4831 - 
1.093). Auch der Vergleich der Kaplan-Meyer-Kurven ergibt keinen Anhalt für ei-
nen Einfluss der S100-Expression auf das PFS (p=0,3492). 
Alle Patienten scheinen von der Zugabe von Rituximab zu profitieren, wobei sich 
besonders in der Gruppe mit niedriger S100-Zellzahl ein höheres PFS für die mit 
Rituximab behandelten Patienten erkennen lässt. Eine Signifikanz liegt hier je-
doch nicht vor (S100 negativ intrafollikulär:  p=0,0536, Hazard Ratio 0,1938, 
95%KI 0.03663 to 1.026, niedrige S100 Zellzahl extrafollikulär: p=0,1261, Hazard 
Ratio 0,2205, 95%KI 0.03177 to 1.530). 
3.2.12 ZAP70 
Der Median der ZAP70 Expression liegt innerhalb der Follikel bei 157 und außer-
halb bei 232 positiven Zellen pro Bildfläche. 
Es zeigt sich innerhalb dieser Stichprobe kein signifikanter Unterschied im PFS 
der Patienten mit hoher und niedriger Ausprägung (intrafollikulär p=0,9822,  Ha-
zard ratio 1,017, 95%KI 0.2386 - 4.332, extrafollikulär p=0,9045, Hazard ratio 
1,080, 95%KI 0.3077 - 3.790). 
Betrachtet man nun die Expressionsgruppen separat, fällt wiederum die Überle-
genheit des Rituximab-Regimes auf, welche sich in der Gruppe mit niedriger 
ZAP70-Zellzahl ausgeprägter zeigt (siehe Abbildung 28).  
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Abbildung 28: Vergleich der Therapieregime innerhalb der Patientengruppe niedriger Anzahl 
ZAP70-positiver Zellen (intrafollikulär p=0,0401, extrafollikulär p=0,1452) 
Hier besteht ein signifikanter Unterschied für die Gruppe mit niedriger intrafolli-
kulärer ZAP70-Expression (p=0,0401, Hazard Ratio 0,08859, 95%KI 0.008754 - 
0.8966). Extrafollikulär liegt hier keine Signifikanz vor (p=0,1452, Hazard Ratio 
0,2241, 95%KI 0.02994 - 1.677). 
Für eine hohe Expression von ZAP70 lässt sich kein Unterschied zwischen den 
Therapiegruppen nachweisen (intrafollikulär p=0,2501, extrafollikulär p=0,2615). 
  
4 Diskussion 
4.1 Der prognostische Einfluss der Bystander-Zellen 
Gleichzeitig mit der Entwicklung der monoklonalen Antikörper ist die Frage, in 
welchem Maße die Bystanderzellen des Immunsystems die Prognose des FL be-
einflussen, Gegenstand vieler Studien geworden. Zusammenfassend wird Tu-
mor-infiltrierenden T-Zellen insgesamt ein positiver Einfluss zugeschrieben, wo-
hingegen Makrophagen mit einem verkürzten Überleben assoziiert werden. 
Einige Studien liefern allerdings auch Daten, die den positiven Zusammenhang 
zwischen der T-Zell-Zahl und der Prognose widerlegen oder überhaupt keinen 
Zusammenhang feststellen konnten.6 
Es ist strittig, ob die zur Datenerhebung angewandten immunhistochemischen 
Methoden ausreichend reproduzierbar und somit in verschiedenen Zentren ge-
nerierte Ergebnisse vergleichbar sind.26 Des Weiteren zeigte sich der Einfluss 
der Immunzellen auf die Prognose als entscheidend von der durchgeführten The-
rapie abhängig, wie de Jong et al. in einer 2009 veröffentlichten retrospektiven 
Analyse darstellten.25 Dies bietet eine Erklärung für die oben erwähnten wider-
sprüchlichen Ergebnisse von Studien, welche auf unterschiedlichen Therapie-
Protokollen basieren, und könnte ebenfalls die Wertigkeit von Analysen herab-
setzen, die an mit unterschiedlichen Chemotherapeutika behandelten Patienten-
gruppen erfolgten.   
Aufgrund dieser Beobachtungen war es interessant, im Rahmen dieser Arbeit ein 
nach einem einheitlichen Therapieprotokoll (MCP) bei randomisiertem Einsatz 
von Rituximab behandeltes Patientenkollektiv zu untersuchen.  
Im Folgenden soll zunächst auf den Einfluss der Bystanderzellen an sich und 
anschließend auf deren Bedeutung in Zusammenhang mit der Immunotherapie 
mit Rituximab eingegangen werden.   
Aufgrund der kleinen Kollektivgröße war eine multivariate Analyse unter Berück-
sichtigung zusätzlicher Parameter wie dem FLIPI, dem Alter und weiterer Ne-
benerkrankungen nicht möglich, so dass leider ein möglicher Einfluss dieser Va-
riablen nicht berücksichtigt werden konnte. 
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4.1.1 Die Rolle der Bystanderzellen 
4.1.1.1 T-Zellen vs. Makrophagen 
Besondere Aufmerksamkeit bei der Ermittlung der Bedeutung der Bystanderzel-
len im FL wurde dem Einfluss der T-Zellen und der Makrophagen gewidmet. In 
einer 2004 veröffentlichten Studie identifizierten Dave at al. zwei Gen-Signaturen, 
die sich unabhängig voneinander mit dem Überleben der FL-Patienten assoziie-
ren lassen.24 Immunantwort 1 zeigte sich mit einer guten Prognose vergesell-
schaftet und beinhaltet Gene, die für T-Zell-Marker kodieren. Immunantwort 2 
war durch Gene gekennzeichnet, die in Makrophagen exprimiert werden und war 
mit einer schlechteren Prognose assoziiert. 2008 konnte die Studiengruppe im 
Weiteren darstellen, dass mit steigender Anzahl der vorhandenen T-Zellen der 
limitierende Einfluss auf den Progress der Erkrankung zuzunehmen scheint.23 
  
Janikova et al. erstellten mittels Gen-Expressionsanalyse ebenfalls 2 Profile (ein 
„T-Zell“- vs. ein „Proliferations“-Profil) und konnten die Hypothese bestätigen, 
dass die Anzahl der vorhandenen T-Zellen eine entscheidende Rolle in der Ent-
wicklung und Prognose von FL spielt.53  
Zusammengefasst zeigten oben genannte Studien einen Zusammenhang zwi-
schen der Quantität der infiltrierenden Immunzellen und der Prognose der Pati-
enten. Möglicherweise liegt hier jedoch eine Beeinflussung des Bystanderkom-
partments durch die malignen Zellen selbst vor. Dave vermutetete, dass bei zu 
hoher Proliferationsrate der Tumorzellen die Fähigkeit der Interaktion verloren 
geht und man folglich weniger T-Zellen im untersuchten Material findet.23  
In der vorliegenden Arbeit ließ sich zeigen, dass eine hohe Infiltration der Folli-
kelzentren durch CD5-positive T-Zellen sowie eine hohe interfollikuläre Anzahl 
von CD3-positiven Zellen mit einem tendenziell verlängerten PFS einhergeht, 
wobei hier keine statistische Signifikanz vorliegt (für CD5 p = 0,0891, für CD3 p 
= 0,5020).  
Die in einer Studie von Farinha et al. 2005 erhobenen Daten boten Anhalt dafür, 
dass ein hoher Anteil von Makrophagen (identifiziert über CD68), einen nachtei-
ligen prognostischen Faktor darstellt.31 In der bereits erwähnten Studie von Dave 
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et al. bilden Makrophagen die Gruppe der Immunantwort 2 und sind mit einer 
negativen Prognose assoziiert.24 Im Gegensatz zu den diversen Veröffentlichun-
gen bezüglich der Rolle der T-Zellen scheint also die Rolle der Makrophagen im 
FL relativ klar. Lediglich Alvaro et al. ordneten sie in die Gruppe des Immunkon-
troll-Musters ein und schrieben ihnen somit eine Verbesserung der Prognose zu.7 
  
Wir konnten im Rahmen dieser Arbeit keine signifikante Differenz im PFS von 
Patienten mit hoher und niedriger CD68-Expression in der Gesamtkohorte nach-
weisen. 
4.1.1.2 T-Zell-Subtypen und Infiltrationslokalisation 
Obgleich zunächst eine vielversprechende Erkenntnis, erwies sich die Quantität 
der T-Zellen allein als unzureichender Prediktor der Prognose von Patienten mit 
follikulärem Lymphom. Auch unsere Daten zeigten bei isolierter Betrachtung der 
Höhe der Zellinfiltraton keinen Überlebensvorteil. Studiengruppen konzentrierten 
sich im Verlauf vermehrt auf die genauen Parameter und die Art der Infiltration 
der befallenen Lymphknoten durch die T-Zellen (s.u.). Hierbei zeigte sich die Be-
deutung des Ortes der Infiltration (Follikel oder interfollikuläre Zone) wie auch die 
Wichtigkeit der Unterscheidung verschiedener T-Zell-Subtypen für die Prognose: 
Alvaro et al. bestätigten das Vorhandensein von verschiedenen T-Zell-Subtypen 
inmitten des Pools maligner B-Zellen und berichteten über die Existenz von zwei 
spezifischen Mustern: einem „immuno-surveillance“-(Immunkontroll)-Muster 
bestehend aus T-Lymphozyten und Makrophagen, welches sich mit einem 
blanderen Verlauf assoziieren ließ, und einem „immune-escape“-Muster (CD57+-
T-Zellen), welches mit dem vermehrten Autreten von B-Symptomen und 
Kochenmarkbeteiligung in Bezug gebracht werden konnte.8  
Lee et al. stellten dar, dass ein hoher Prozentsatz von extrafollikulären 
regulatorischen T-Zellen, unabhängig vom FLIPI der Patienten, mit einem 
verlängerten Gesamtüberleben einhergeht.59 17  
Die wichtige Rolle der regulatorischen T-Zellen wurde ebenfalls 2006 von  
Carreras et al. beschrieben, die in einem Kollektiv von FL-Patienten nachweisen 
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konnten, dass ein positiver Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein eines 
hohen Prozentsatzes an FOXP3-positiven regulatorischen T-Zellen und der 
längeren 5-Jahres-Überlebensrate besteht, während sehr niedrige Zellzahlen mit 
einer höheren Transformationswahrscheinlichkeit und Therapieresistenz 
verbunden waren. Die prognostische Bedeutung der Zellen zeigte sich als vom 
FLIPI unabhängig. Eine Erklärung könnte im direkten inhibitorischen Effekt der 
FOX3P-positiven Zellen auf die neoplastischen Zellen begründet sein.17 
CD4- und CD8-positive Zellen zeigten sich im FL unabhängig vom FLIPI mit 
einem blanden Verlauf assoziiert.91 Glas et al. veröffentlichten 2007, dass eine 
hohe Anzahl CD4-exprimierender Zellen im Follikelzentrum, im Gegensatz zur 
Infiltration interfollikulär, mit einer schnelleren Transformation und somit einer 
schlechteren Prognose vergesellschaftet sind.37 Im Umkehrschluss zeigten 
Wahlin et al. 2010, dass CD8-positive Zellen vor allem wenn interfollikulär in 
größerer Anzahl als follikulär vorhanden, mit einem verlängerten Überleben 
assoziiert sind.90  
Auch wir fanden vermehrt CD8-exprimierende Zellen in der interfollikulären Zone, 
wobei auffiel, dass eine hohe extrafollikuläre Infiltration mit konsekutiv noch 
höherer intrafollikulärer Infiltration einherging. Patienten mit hoher CD8-Zellzahl 
innerhalb der neoplastischen Follikel wiesen ein tendenziell verlängertes PFS auf 
(p = 0,0839), wobei hier keine Signifikanz vorlag. Einen Überlebensvorteil für 
Patienten mit hoher extrafollikulärer Expression konnten wir nicht nachweisen. 
4.1.1.3 Weitere in FL nachgewiesene Bystanderzellen 
Dendritische Zellen zeigten sich gegenüber dem Nachweis in entzündlichen 
Erkrankungen in Lymphomen vermindert.50 Ihnen wird als Antigen-
präsentierenden Zellen eine wichtige Rolle in der Anti-Tumor-Immunantwort 
zugeschrieben. Ein 2007 von Chang et al. veröffentlichtes Paper beschreibt, dass 
das Vorhandensein von CD1a- und/oder S100-positiven dendritischen Zellen in 
DLBCL einen positiven prognostischen Einfluss bedeutet.20 Wir haben ebenfalls 
Hinweise auf ein tendenziell verkürztes PFS bei niedriger bzw. nicht vorhandener 
Infiltration durch CD1a-exprimierende Zellen gefunden, wenn auch ohne 
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statistische Signifikanz (p=0,0581). Eine verminderte Anzahl von dendritischen 
Zellen im Lymphknoten könnte also eine Reduktion der Tumor-Immunabwehr 
des Körpers bedeuten. 
NK-Zellen, identifiziert über CD56, wurden bisher kaum innerhalb der FL nach-
gewiesen.37 Wir fanden CD56 ebenfalls nur in weniger als der Hälfte aller Lymph-
knoten und es ließ sich kein Unterschied im PFS der Patienten bezüglich der 
CD56-Expression feststellen. Shafer et al konnten eine niedrige Anzahl von NK-
Zellen im peripheren Blut mit einem verkürzten OS in zuvor unbehandelten Pati-
enten mit follikulären Lymphomen in Zusammenhang bringen.81 
4.1.2 T-Zell-Signaltransduktion: die Rolle von ZAP70 
Die für die T-Zell-Signaltransduktion obligate Tyrosinkinase ZAP70 hat sich in der 
B-CLL als prognostischer Parameter herausgestellt, weshalb wir diesen Marker 
in unserer Arbeit ebenfalls untersucht haben.  Es ist beschrieben, dass Patienten 
mit B-CLL bei niedriger ZAP-70-Expression (< 30 %) einen deutlich günstigeren 
Krankheitsverlauf aufweisen als Patienten mit unmutiertem IgVH-Gen und ent-
sprechend hoher ZAP-70-Expression (> 30 %).61, 68 Wir fanden keinen Unter-
schied im PFS der Patienten bezüglich der ZAP70-Expression. 
Carreras et al. wiesen 2005 in einer Analyse der ZAP70-Expression in NHL in 
65% der untersuchten Patienten mit B-CLL eine Expression nach,  in FL war 
keine Ausprägung nachweisbar.18 Somit ist fraglich, ob die ZAP70-Ausprägung 
in FL eine Rolle spielt. Es ist anzunehmen, dass die in unserer immunhistoche-





4.1.3 Das Protoonkogen Ski 
In gastrointestinalen Tumoren konnte eine hohe Expression von Ski als negativer 
prognostischer Faktor identifiziert werden.66 Auch innerhalb hämatologischer Er-
krankungen ist Ski überexprimiert. In vitro unterdrückt Ski in AML-Zellen die Sig-
naltransduktion durch all-trans Retinsäure (ATRA) und die Zelldifferenzierung.74 
Eine in unserer Klinik vorgenommene Studie konnte zeigen, dass eine hohe Ski-
Ausprägung in der AML mit einem schlechteren Ansprechen auf die Therapie mit 
ATRA korrelierte, ein Unterschied im OS der Patienten mit hoher vs. niedriger Ski 
Expression fand sich hier jedoch nicht.87 , Für die CLL konnte Ski allerdings als 
positiver prognostischer Paramater herausgestellt werden.80  Wir konnten im 
Rahmen unserer Untersuchungen keinen Einfluss der Ski-Expression auf das 
PFS feststellen. 
 
4.2  Einfluss der Immunzellen auf die Therapie mit Rituximab 
4.2.1 B-Zellen und Rituximab 
Viele Studiengruppen haben sich seit der Zulassung des CD20-Antikörpers Ritu-
ximab mit dem Wirkmechanismus und verschiedenen Therapiestrategien im Ein-
satz des Antikörpers auseinander gesetzt. Nur wenige Erkenntnisse gibt es je-
doch über die Rolle der Höhe der CD20-Expression auf den B-Zellen bezüglich 
des Ansprechens und der Wirksamkeit der Antikörpertherapie. Im Jahr 2001 ver-
öffentlichten Golay et al., dass die CD20-Level in der B-CLL die in vitro-Empfind-
lichkeit auf Rituximab bestimmen.38 Ist die Menge der CD20-positiven Zellen in 
vivo jedoch ein entscheidender Faktor für das Ansprechen und Überleben der 
Patienten unter Rituximab-Therapie?   
Horvat und Prevodnik et al. veröffentlichten 2010 und 2011 mittels Durchflusszy-
tometrie erhobene Daten, die eine hohe CD20-Expression mit einem verlänger-
ten OS unter Rituximab-Therapie in Patienten mit B-Zell-Lymphomen assoziier-
ten.49, 72 Die erste 2010 im Oncology Report veröffentlichte Studie hatte gezeigt, 
dass in der Gruppe mit CD20 oberhalb eines vorab festgesetzten Cut-offs die 
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Response-Rate sowie das OS höher war. Die Dauer des Ansprechens (duration 
of response) auf die Rituximab-Erhaltungstherapie unterschied sich jedoch nicht 
signifikant zur Gruppe unterhalb des Cut-offs. 25% der Patienten mit B-Zell-Lym-
phomen wurden der Gruppe mit CD20-Level unterhalb des Schwellenwertes zu-
gerechnet, davon litten die meisten Patienten (80%) an CLL und die wenigsten 
(6,7%) an FL.     
In unserer Arbeit untersuchten wir den Einfluß der C20-Expression an Hand der 
Anzahl CD20-positiver Zellen unter Verwendung der medianen Zellzahl pro Flä-
che als Cut-off innerhalb der Stichprobe. Dabei ergab sich für die Patienten mit 
hoher Anzahl von CD20-positiven Zellen kein Unterschied des PFS im MCP und 
im R-MCP-Arm. Bei den Patienten mit niedriger Anzahl von CD20-Zellen zeigte 
sich jedoch ein tendenziell verlängertes PFS unter Therapie mit Rituximab, wobei 
sich für die Gruppe mit niedriger CD20-Zellzahl außerhalb des neoplastischen 
Follikel  ein signifikant verlängertes PFS ergab (p=0,0328).  
Die Aussagekraft unserer Ergebnisse ist aufgrund der niedrigen Patientenanzahl 
gering und lässt die Generierung von Hypothesen nur eingeschränkt zu. Im Falle 
einer Bestätigung unserer Daten durch Auswertung größerer Patientenkollektive 
könnten oben genannte Erkenntnisse darauf hindeuten, dass in FL gerade die 
Patienten mit niedriger Anzahl von CD20-positiven Zellen von einer Therapie mit 
Rituximab profitieren. Dies muss den zuvor erläuterten Daten von Horvat und 
Prevodnik nicht zwangsläufig widersprechen. Zu beachten ist, dass diese sich 
nicht ausschließlich auf FL beziehen und des Weiteren keinerlei Aussage zum 
Ort der CD20-Zellen erlauben. Auch lassen sich die Cut-off-Werte aufgrund der 
unterschiedlichen Methodik nur eingeschränkt vergleichen.  
Unsere retrospektiv erhobenen Daten geben Anlass zur Aufstellung folgender 
Hypothesen, welche Gegenstand zukünftiger Untersuchungen werden könnten: 
1.  Der Antikörper Rituximab dringt bei hoher Anzahl extrafollikulär vorhande-
ner B-Zellen möglicherweise nicht ausreichend ins Follikelzentrum vor um an al-
len vorhandenen Rezeptoren seine Wirkung zu entfalten.  
2.  Eine niedrige Anzahl extrafollikulärer CD20-positiver Zellen spricht für das 
Vorhandensein einer höheren Anzahl normaler B-Zellen im Lymphknoten und ist 
somit als prognostisch ungünstig zu werten.  
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4.2.2 Zusammenhang der Rituximab-Therapie und der Infiltration 
durch Bystanderzellen des Immunsystems 
Man nimmt an, dass in der Wirkung von Rituximab auf die Tumorzelle die Anti-
körper-abhängige zelluläre Zytotoxizität (ADCC = antibody-dependend cellular 
cytotoxicity), die Komplement-abhängige Zytotoxizität (CDC = complement-de-
pendend cytotoxicity) und die direkte Apoptoseinduktion eine Rolle spielen.19, 92 
Die ADCC wird beeinflusst durch Zellen des Immunsystems wie Makrophagen 
und NK-Zellen, wobei die Bindung des Fc-Fragmentes des Immunglobulins an 
den Rezeptor der Effektorzelle (FcR) die Ausschüttung zytotoxischer Substanzen 
auslöst.82 
Bei isolierter Betrachtung der Infiltration durch einzelne Bystanderzellen ließ sich 
bei der Auswertung unserer Daten kein statistisch signifikanter Unterschied in der 
Prognose darstellen. In Zusammenhang mit der Therapie mit dem Antikörper Ri-
tuximab zeigte sich die Höhe der Ausprägung einige Antigene jedoch z.T. mit ei-
nem signifikant verlängerten PFS assoziiert, wobei sich hier ein bestimmtes Mus-
ter erkennen ließ: In unserem Kollektiv scheinen besonders die Patienten mit 
niedriger Anzahl intrafollikulärer T-Zellen von der Rituximab-Therapie zu profitie-
ren. So zeigte sich innerhalb der Gruppe der Patienten mit niedriger Ausprägung 
der T-Zell-Marker CD3 (p=0,0221)  und CD8 (p=0,05) sowie der auf T-Zellen vor-
handenen Tyrosinkinase ZAP-70 (p=0,0401) jeweils ein signifikanter Überlebens-
vorteil.  
Möglicherweise lässt sich also der in den in Abschnitt 4.1.1.1 und 4.1.1.2 erwähn-
ten Studien dargestellte prognostische Nachteil einer niedrigen T-Zell-Population 
innerhalb der neoplastischen Lymphknoten durch eine Therapie mit Rituximab 
überkommen, bzw. profitieren insbesondere die Patientin mit niedriger Anzahl 
von T-Zellen von einer zusätzlichen Therapie mit Rituximab. Dieser Effekt lässt 
sich ebenfalls im Falle der Infiltration durch Makrophagen beobachten (siehe Ab-
schnitt 4.2.3).  
Hilchey et al. konnten in einem 2009 veröffentlichten Artikel zeigen, dass die Im-
munotherapie mit Rituximab eine aktive FL-spezifische T-Zell-Antwort auslöst, so 
dass nach erfolgter Therapie eine Zunahme von FL-spezifischen T-Lymphozyten 
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nachgewiesen werden kann, welche sogar nach Abschluss der Therapie beste-
hen blieb.47 Eine Erklärung für das verlängerte PFS von Patienten mit niedriger 
Anzahl intrafollikulärer T-Zellen unter Rituximab-Therapie könnte also in der ver-
mehrten Induktion FL-spezifischer T-Zellen liegen. 
Laurent et al. zeigten in einer 2011 veröffentlichten Studie, dass zwar eine hohe 
Anzahl extrafollikulärer CD8+-zytotoxischer T-Zellen für sich nicht mit einem ver-
längerten PFS korrelierte, jedoch in mit Rituximab behandelten Patienten eine 
höhere Aktivierung dieser Zellen über die Expression von Granzym B nachge-
wiesen werden konnte, was wiederrum mit einem verlängerten PFS einherging.58 
Für eine hohe Expression von CD8 konnten wir keinen signifikanten Überlebens-
vorteil nachweisen (p=0,3167). Eine hohe Ausprägung des T-Zell-Markers CD5 
außerhalb der Follikel zeigte sich mit einem verlängerten PFS der Rituximab-
Gruppe assoziiert (p= 0,0399), für die übrigen auf T-Zellen vorhandenen Antigene 
konnte jedoch im Rahmen unserer Auswertungen kein Zusammenhang herge-
stellt werden. 
Fischer et al. hatten bereits 2006 nachgewiesen, dass der Einsatz von Rituximab 
in CD20+-B-Zell Non-Hodgkin-Lymphomen die Aktivität von zytotoxischen T-Zel-
len und NK-Zellen erhöht.32   
Unsere Daten zeigen, dass eine hohe Anzahl den NK-Zell-spezifischen Oberflä-
chenmarker CD56 ausprägenden Zellen in der interfollikulären Zone mit einem 
signifikant höheren PFS der mit Rituximab behandelten Patienten vergesellschaf-
tet war. Dies könnte bedeuten, dass eine hohe Anzahl CD56-exprimierender Zel-
len dem Antikörper eine größere Angriffsfläche zur Entwicklung des Therapieef-
fektes bietet und somit mit einem vermehrten Ansprechen auf Rituximab und 
folglich einem verlängerten PFS einhergeht.  
In einer Veröffentlichung von Lee et al. gehen die Autoren auf das Zusammen-
spiel von NK- und dendritischen Zellen in mit monoklonalen Antikörpern behan-
delten Malignomen ein: Die durch mAb-gesteuerte NK-Zell-Aktivation wird durch 
stimulierende Zytokine und Oberflächenmoleküle der dendritischen Zellen er-
höht.60   
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Wir identifizierten die dendritischen Zellen über das Oberflächenmolekül CD1a, 
wobei sich für Patienten mit hoher Infiltration mit CD1a-positiven dendritischen 
Zellen ein verlängertes PFS unter Rituximab Therapie zeigte, wenn auch ohne 
absolute statistische Signifikanz (p=0,0581). Aufgrund der geringen Fallzahl die-
ser Patienten in unserem Kollektiv erlauben es die Daten nicht, hier valide Zu-
sammenhänge herzustellen, wobei tendenziell in diesen Patienten ebenfalls eine 
hohe Zahl NK-Zellen gefunden werden konnte.    
Die klinische Aktivität des Antikörpers scheint also durch die gegenseitige Akti-
vierung der NK- und der dendritischen Zellen gesteigert, eine Untersuchung auf 
Vorhandensein dieser Zellen im Lymphknoten könnte also als prognostischer 
Marker vor Beginn einer Behandlung mit Rituximab genutzt werden.60 
4.2.3 Einfluss der Makrophageninfiltration auf die Rituximabtherapie 
Den Makrophagen wird wie bereits erläutert ein negativer Einfluss auf die Prog-
nose von FL zugeschrieben. Canioni et al. veröffentlichten 2009 Ergebnisse, die 
dies bestätigten, vermochten aber zu zeigen, dass dieser Umstand durch die 
Therapie mit Rituximab besser überkommen werden kann, als durch den alleini-
gen Einsatz einer Chemotherapie.14 Der prognostische Marker verliert also sei-
nen Stellenwert, oder die Rituximab-Therapie kehrt den Effekt sogar ins Positive 
um.86   
Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten vermögen dies zu bestätigen: Die 
Patienten mit hoher Makrophagenanzahl in unserem Kollektiv scheinen signifi-
kant von der zusätzlichen Therapie mit Rituximab gegenüber der alleinigen Che-
motherapie profitieren (p=0.0419). Dabei ist es unerheblich, in welcher Position 
im Lymphknoten sich die Makrophagen befinden, bzw. die Patienten mit hoher 
intrafollikulärer Makrophagenzahl verfügen gleichzeitig auch über eine hohe ext-
rafollikuläre Makrophagen-Infiltration. 
Eine Erklärung könnte in der Rolle der Makrophagen in der Antikörper-abhängi-
gen Zell-vermittelten Zytotoxizität liegen (ADCC), bedeutend, dass eine ver-





Ein entscheidender Schritt im Progress von Malignomen ist die Fähigkeit der Tu-
morzellen, dem Immunsystem durch Beeinflussung der Anti-Tumor-Immunant-
wort zu entgehen.  
Das wachsende Verständnis des FL als immunologische Erkrankung vermag Er-
klärungen zu geben für das bisher sehr unterschiedliche Outcome von Patienten 
und könnte beitragen zur Entwicklung eines neuen prognostischen Indexes. 
Es konnte die zu Beginn dieser Arbeit aufgestellte Hypothese bestätigt werden, 
dass die genauere Betrachtung der tumorinfiltrierenden Immunzellen Aufschluss 
über das Therapieansprechen auf den CD20-Antikörper Rituximab zu geben ver-
mag.   
Ungünstige prognostische Parameter wie eine niedrige T-Zell-Populationen oder 
hohe Makrophagen-Infiltration der neoplastischen Follikel können möglicher-
weise durch die zusätzliche Gabe von Rituximab zur konventionellen Chemothe-
rapie überkommen werden. Eine immunhistochemische Färbung auf zytotoxi-
sche-T-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen könnte zukünftig 
als vor Beginn der Therapie erhobener Parameter genutzt werden, um den The-
rapieerfolg abzuschätzen. Dies müsste durch weitergehende Studien untersucht 
und unter standardisierten Bedingungen getestet werden.  
Die gewonnenen Erkenntnisse über das komplexe Zusammenspiel der Immun-
zellen vermögen im Weiteren Ansätze aufzuzeigen für eine gezielte Therapie 
durch Beeinflussung des Mikroenvironments und die Entwicklung neuer immu-
nologischer Therapien.  
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ADCC - Antikörper-abhängige zelluläre Zytotoxizität, engl antibody dependent 
cellular cytotoxicity 
AK - Antikörper 
ALL - akute lymphatische Leukämie 
AML - akute myeloische Leukämie 
Bcl - engl. B-cell-lymphoma 
BOP - Bendamustin + Vincristin + Prednison 
CD - engl. Cluster of differentiation 
CHOP - Cyclophosphymid + Doxorubicin + Vincristin + Prednison 
CLL - Chronische lymphatische Leukämie 
CR - Komplettremission, engl. complete remission 
CVP - Cyclophosphamid + Vincristin + Prednison 
DLBCL - Diffuses großzelliges B-Zell-Lymphom, engl. diffuse large B-cell-lym-
phoma 
EDTA - Ethylendiamintetraessigsäure 
FC - Fludarabin + Cyclophosphamid 
FCM - Fludarabin + Cyclophosphamid + Mitoxantron 
FISH - Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
FL - Follikuläres Lymphom 
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FLIPI - Follicular Lymphoma International Prognostic Index 
FOXP3 - engl. forkhead box protein 3 
HLA - Humanes Leukozytenantigen 
Hpf - engl. high power field 
KM - Knochenmark 
KI - Konfidenzintervall 
LK - Lymphknoten 
mAK - monoklonaler Antikörper 
MCP - Mitoxantron + Chlorambucil + Prednison 
MHC - engl. major-histocompatibility-complex 
NCAM - engl. neural cell adhesion molecule 
NHL - Non-Hodgkin-Lymphom 
NK-Zellen - natürliche Killerzellen 
OS - Gesamtüberleben, engl. overall survival 
PCR - Polymerase Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction 
PFS - Progressionsfreies Überleben, engl. progression free survival 
PLC y - Phospholipase-C-y 
R - Rituximab 




Patienten mit follikulären Lymphomen weisen große Unterschiede bezüglich des 
Verlaufs, Therapieansprechens und des Überlebens auf, wobei das 
Tumorgrading sowie der Follicular Lymphoma International Prognostic Index 
(FLIPI) nicht immer eindeutig mit der Prognose korrelieren. Einen 
vielversprechenden prädiktiven Faktor stellt die Untersuchung des 
Microenvironment dar, der Tumor-infiltrierenden Zellen des Immunsystems. Die 
Hypothese, dass das follikuläre Lymphom eine immunologische Erkrankung ist, 
in der die Interaktion der Tumorzellen mit den umgebenden Bystanderzellen das 
gesamte klinische Bild prägt, gilt mittlerweile als bestätigt. Den Tumor-
infiltrierenden T-Zellen und dendritischen Zellen wird ein positiver, den 
Makrophagen ein negativer prognostischer Einfluss zugeschrieben. Der 
Antikörper Rituximab hat in mehreren Studien seine therapeutische Wertigkeit in 
der Behandlung follikulärer Lymphome unter  Beweiß gestellt. In seiner 
Funktionsweise spielen direkte Apoptoseinduktion, Komplement vermittelte 
Zytotoxizität aber auch die Vermittung Zell gebunderer Zytotoxizität eine Rolle. 
 
Ziel der Arbeit: Die in dieser Arbeit untersuchten Patienten und Daten stammen 
aus der von Herold et al. 2007 veröffentlichten Studie, welche den positiven 
prognostischen Einfluss des CD20-Antikörpers Rituximab gegenüber alleiniger 
Chemotherapie in Patienten mit follikulären Lymphomen zeigt. Ziel war es zu 
untersuchen, ob die Bedeutung bestimmter Bystanderzellen in einem einheitlich 
chemotherapeutisch behandelten Kollektiv durch die Gabe von Rituximab 
beeinflusst wird. 
 
Methoden: Mithilfe immunhistochemischer Färbung von spezifischen 
Oberflächenmerkmalen von T-, natürlichen Killer (NK)- und dendritischen Zellen, 
Monozyten,  dem intrazellulären Protein Ski, PLC γ und ZAP 70, wurden die 
entsprechenden Zellen computergestützt quantifiziert. 18 Patienten wurden an 
Hand des Infiltrationsgrades (hoch/niedrig) in zwei Gruppen aufgeteilt, wonach 
jeweils bezogen auf die Lokalisation der Zellen (intra-/extrafollikulär) die 
Untersuchung des progressionsfreies Überleben (PFS) erfolgte. 
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Ergebnisse: Bei isolierter Betrachtung der Infiltration durch einzelne 
Bystanderzellen ließ sich bei der Auswertung unserer Daten kein Unterschied in 
der Prognose darstellen.   
In Zusammenhang mit der Rituximab-Therapie zeigte sich die Ausprägung 
einiger Antigene jedoch mit einem verlängerten PFS assoziiert, wobei sich hier 
ein bestimmtes Muster erkennen ließ. Insbesondere Patienten mit einem in der 
Literatur vorbeschrieben nachteiligem Infiltrationsmuster profitierten von der 
zusätzlichen Therapie mit dem CD20-AK: In unserem Kollektiv war das PFS der 
Patienten mit niedriger Anzahl intrafollikulärer T-Zellen in der Rituximab-Gruppe 
signifikant verlängert (identifiziert über CD3 (p=0,0221), CD8 (p=0,0500) und 
ZAP70 (p= 0,0401)). Desweiteren profitierten Patienten mit hoher 
Makrophagenanzahl von der Rituximab-Therapie (p=0,0419).  
Es lässt sich also vermuten, dass eine zusätzliche Gabe von Rituximab den 
prognostischen Nachteil von Patienten mit o.g. Infiltrationsmuster überkommen 
kann, bzw. sich der therapeutische Effekt bei diesen Patienten deutlicher 
beobachten lässt.   
Desweiteren zeigte sich eine hohe Anzahl extrafollikulärer NK-Zellen (identifiziert 
über CD56) mit einem verlängerten PFS in der Rituximab-Kohorte 
vergesellschaftet, was möglicherweise durch eine stärkere Antikörper vermittelte 
Zytoxizität zur Entwicklung des Therapieeffektes zu erklären ist.   
Bezüglich des primären Angriffspunktes von Rituximab war in der Gruppe mit 
niedriger Anzahl extrafollikulärer CD20-positiver Zellen unter Rituximab das PFS  
verlängert. Dies lässt möglicherweise den Rückschluss zu, dass der Antikörper 
bei hoher Anzahl extrafollikulärer B-Zellen nicht ausreichend ins Follikelzentrum 
vordringen kann, und eine Dosissteigerung einen besseren therapeutischen 
Effekt bedeuten könnte. 
 
Ausblick: Insbesondere auch unter der Therapie mit Rituximab scheint die 
genauere Betrachtung der tumorinfiltrierenden Bystanderzellen des 
Immunsystems einen prognostischen Wert zu haben. Die hier gewonnen 
Ergebnisse sollten jedoch an einem größeren einheitlich behandelten 




Patients with Follicular Lymphoma show great differences in the progression, re-
sponse to therapy and survival, whereas the tumor grading and the Follicular 
Lymphoma Prognostic Index (FLIPI) do not always correlate unambiguously with 
the prognosis. A promising predicting factor could be found in the examination of 
the microenvironment, the tumor infiltrating cells of the immune system. The sup-
position, that the follicular lymphoma can be viewed as an immunological dis-
ease, in which the interaction between tumor-cells and bystander-cells give dis-
tinction to the clinical features, is generally accepted. Tumor-infiltrating T-
Lymphocytes as well as dendritic cells is ascribed a positive, macrophages a 
negative prognostic effect. The antibody Rituximab was able to prove its thera-
peutic value in treatment of follicular lymphoma in multiple studies. Direct induc-
tion of apoptosis, complement mediated lysis and antibody dependent cellular 
cytotoxicity play a role in its mode of operation. 
Purpose: This thesis was conducted following up on a study which Herold at al 
published in 2007, showing the positive prognostic impact of the CD20-antibody 
Rituximab in comparison to exclusively applied chemotherapy in treatment of pa-
tients with follicular lymphoma. Our purpose was to investigate whether the sig-
nificance of specific bystander-cells is influenced by Rituximab in a uniformly 
chemotherapeutically treated cohort. 
Methods: With help of immunohistochemical staining of specific surface antigens 
of T-, natural killer (NK)- and dendritic cells, monocytes, the intracellular protein 
Ski, PLCγ and ZAP70 we were able to quantify the cells by a computerized 
method. For each antigen, the 18 investigated patients were subdivided into 
groups by the amount of infiltrating cells (high/low) and, regarding the location of 
the cells (intra-/extrafollicular), the progression free survival was investigated. 
Results: Investigation of the amount of infiltrating bystander cells alone showed 
no significant difference in prognosis. In correlation with the Rituximab-therapy 
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however the expression of some antigens could be associated with prolonged 
PFS and we were able to detect certain patterns: 
Patients with infiltration patterns, which were priorly described in literature as hav-
ing an adverse effect on prognosis, particularly benefitted from therapy with the 
CD20-antibody. PFS of patients with low amounts of intrafollicular T-Cells in the 
Rituximab-cohort was significantly increased (identified by CD3 (p=0,0221), CD8 
(p=0,0500) und ZAP70 (p= 0,0401)). Furthermore, patients with high counts of 
macrophages showed prolonged PFS under therapy with Rituximab (p=0,0419). 
Hence it may be presumed, that an additional therapy with Rituximab can over-
come the prognostic disadvantage of patients with above mentioned infiltration 
patterns, or respectively, that the therapeutic effect shows more distinctly with 
those patients.  
Furthermore a high amount of extrafollicular NK-cells (identified by CD56) was 
associated with longer PFS in the Rituximab-cohort, which can possibly be ex-
plained by an increased antibody dependent cellular cytotoxicity to develop the 
therapeutic effect. Concerning the prime object of the CD20-antibody, PFS under 
Rituximab-therapy was prolonged in the subgroup with low counts of infiltrating 
CD20-positive cells in the extrafollicular region (p=0,0328). This could possibly 
lead to the conclusion that a higher dose of the antibody might be needed to 
reach the b-cells in the center of the follicle in patients with high extrafollicular 
CD20-cell-counts. 
Perspective: Especially under therapy with Rituximab, the close investigation of 
tumor infiltrating bystander-cells of the immune system also seems to hold an 
important prognostic value. The results of this study should however be validated 
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